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A malária é considerada a parasitose mais grave e o Plasmodium falciparum é a espécie 
responsável pelo maior número de mortes. O desenvolvimento de novos fármacos requer o 
conhecimento da biologia do parasito, das suas proteínas essenciais e de como elas interagem entre 
si. O P. falciparum exporta proteínas para a célula hospedeira que desempenham funções essenciais 
para o parasito e esse exportoma pode conter alvos moleculares para o desenho de novas drogas e 
de vacinas. Esse trabalho buscou testar estratégias inovadoras para o estudo do exportoma. A 
primeira estratégia otimizada foi o subfracionamento do exportoma por lise seletiva com 
estreptolisina O (toxina que lisa seletivamente a membrana do eritrócito) seguida de centrifugação. 
Na fração enriquecida de conteúdo membranar e periférico, foram identificadas proteínas 
conhecidas do exportoma e não se observou a presença de proteínas da membrana do vacúolo 
parasitóforo, o que reforça e especificidade da lise. As análises de ontologia genética demonstraram 
um enriquecimento de proteínas exportadas e de membrana nessa fração. Também foram 
identificadas muitas proteínas envolvidas com a síntese proteica, associadas ao DNA, relacionadas 
ao metabolismo, do citoesqueleto e chaperonas. A identificação da PfPDI-8, proteína descrita como 
uma chaperona que preserva as estruturas moleculares corretas de outras proteínas, na fração 
membranar da hemácia suscitou que ela provavelmente auxilia as proteínas recém-exportadas. 
Assim a presença da PfPDI-8 foi validada por western blotting e suas parceiras foram estudadas 
por BN-BLOT (BN-PAGE acoplado a western blotting). Observou-se que, a partir de um extrato 
de parasitos, a PfPDI-8 foi identificada na mesma banda que uma proteína também conhecida do 
retículo endoplasmático, a BIP. A segunda técnica inovadora testada foi a biotinilação de proteínas 
pela peroxidase de ascorbato 2 (APEX2). As condições de expressão e purificação da proteína 
recombinante foram definidas. As análises por western blotting demonstraram que apenas a 
condição que continha todos componentes da reação (APEX2, H2O2 e biotina fenol) demonstrou 
marcação pela estreptavidina-HRP. Esse resultado indica a possibilidade de utilização da marcação 
de proteínas de superfície pela APEX2, porém essa técnica ainda requer otimizações antes de ser 
utilizada para esse fim. As abordagens testadas nesse estudo contribuíram para um maior 
conhecimento do exportoma do P. falciparum. 
 
Palavras-chaves: Plasmodium falciparum, malária, exportoma, superfície celular, APEX2, 




Malaria is considered a very aggressive disease and Plasmodium falciparum is the specie 
responsible for the majority of deaths. The development of new drugs requires deep knowledge 
about parasite biology and about its essential proteins and how they interact with each other. P. 
falciparum exports proteins into host cell and these exported ones could be targets for drug design. 
In this work, we investigated new and complementary techniques to studying P. falciparum 
exportome. The first one was the fractionation of exportome by Streptolysin O selective lysis 
followed by strong centrifugation. Some well-known exported proteins were identified in 
membrane enriched fraction and components of parasitophorous vacuole membrane was not 
identified, it indicates specificity of Streptolysin O lysis. Gene ontology analysis demonstrated that 
exported and membrane proteins was enriched in membrane fraction. Some proteins involved in 
protein synthesis, metabolism reactions, chaperoning and cytoskeleton structure were also 
identified. PfPDI-8 was identified in the membrane fraction and, as a chaperone, probably refold 
exported proteins inside the host cell. The presence of PfPDI-8 in the fractions was confirmed by 
western blotting and its protein partners was studied by native blotting. It was observed that PfPDI-
8 colocalized in the same band with endoplasmic reticulum resident protein BIP. The second new 
approach was biotinilation of surface proteins by ascorbate peroxidase 2 recombinant. Expression 
and purification conditions for APEX2 recombinant were defined. Activity assay demonstrated 
that APEX2 biotinylated other proteins. Further optimization is necessary to using APEX2 to 
labelling surface proteins of P. falciparum infected red blood cells. This work contributed to 
increase our knowledge of P. falciparum exportome. 
 
Key-words: Plasmodium falciparum, malaria, APEX2, exportome, cell surface, APEX2, 
Streptolisyn O, PfPDI-8, BN-PAGE. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
A malária é a uma doença infecciosa causada por protozoários do gênero Plasmodium, 
transmitidos pela picada do mosquito do gênero Anopheles, que foi descoberta há mais de 100 anos 
pelo médico francês Charles Louis Laveran (COX, 2010). 
Essa protozoose é considerada uma das mais graves, devido aos altos níveis de morbi-
mortalidade e ao grande impacto econômico em países subdesenvolvidos em áreas subtropicais e 
tropicais do mundo. De acordo com a Organização Mundial da Saúde aproximadamente 219 
milhões de casos de malária foram reportados em 2017, causando cerca de 435.000 mortes. 
Acredita-se que os gastos com malária retardem o crescimento econômico anual em 1,3% em áreas 
endêmicas (WHO, 2018). No Brasil, no ano de 2013, foram registrados 143.549 casos de malária 
e 99,5% dessas ocorrências se deram na região da Amazônia Legal Brasileira (BRASIL, 2013). 
O custo econômico é estimado, somente na África, em US$ 12 bilhões por ano (WHO, 
2015), o que reforça que a malária é um grande problema de saúde pública. A dificuldade em 
controlar essa doença se deve a vários fatores, como a complexidade do parasito (o que dificulta o 
desenvolvimento de fármacos e vacinas), diagnóstico desafiador, controle vetorial deficitário e a 
falta de promoção e prevenção em grupos de risco (ALONSO; NOOR, 2017).   
 
1.1 Morfologia e ciclo de vida do Plasmodium spp. 
As cinco espécies capazes de infectar o ser humano são: Plasmodium falciparum, P. ovale, 
P. malariae, P. vivax e P. knowlesi. Essas espécies se diferenciam na patogênese e na distribuição 
geográfica. O P. falciparum é o mais incidente na maioria das áreas endêmicas, com exceção da 
América Latina, onde o P. vivax é o responsável por 74.1% dos casos. A infecção por P. falciparum 
é a que leva com maior frequência os pacientes a quadros de malária complicada, apesar de que 
casos graves já foram descritos pela infecção por outras espécies (WHO, 2018). Uma das razões 
pelas quais o P. falciparum é tão severo é que essa espécie consegue invadir vários tipos de 
eritrócitos, enquanto P. vivax tem preferência por reticulócitos e o P. knowlesi e P. malariae 
parasitam hemácias maduras. O P. vivax e o P. ovale possuem a capacidade de se transformar em 
formas hepáticas latentes, chamadas de hipnozoítos. Essas formas podem se tornar 
metabolicamente ativas e induzir recaídas da doença meses ou até anos após o desaparecimento 
dos sintomas (BARBER et al., 2015; MILLAR, SCOTT, 2015). Esse é um dos motivos pelos quais 
o P. vivax é o mais incidente no Brasil. Enquanto, casos de infecção por P. ovale são mais 
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frequentemente encontrados na região africana, os por P. knowlesi são mais comuns no sudeste 
asiático. Esse último era conhecido por infectar macacos e foi recentemente relatado como 
causador de malária em humanos, sendo um caso de malária zoonótica (ANTINORI et al., 2013; 
WHO, 2018).  
O ciclo de vida do plasmódio envolve uma fase sexuada no hospedeiro definitivo (o 
mosquito) e duas fases assexuadas no hospedeiro humano, que são: o ciclo hepático e o ciclo 
intraeritrocitário. A infecção se inicia através da inoculação de esporozoítos pelo mosquito durante 
o repasto sanguíneo. Esses esporozoítos migram para o fígado, invadem hepatócitos e se 
multiplicam por esquizogonia. Após a maturação, os esquizontes se rompem e liberam merozoítos 
na corrente sanguínea, que iniciarão o ciclo intra-eritrocitário (BANNISTER et al., 2000a; WHITE 
et al., 2014; BANNISTER et al., 2000b).  
O ciclo intra-eritocitário é o mais estudado, pois é responsável pelas manifestações 
clínicas mais importantes e porque pode ser reproduzido em cultura contínua in vitro. Esse ciclo se 
inicia quando os merozoítos invadem eritrócitos, como ilustrado na Figura 1. A invasão das 
hemácias requer o transporte sequencial de inúmeras proteínas das organelas secretórias envolvidas 
com a invasão (róptrias, micronemas e grânulos densos) para a superfície (WRIGHT; RAYNER, 
2014). A penetração do parasito requer a formação da junção que funciona como um sistema de 
ancoragem para que o motor actina-miosina realize o movimento de entrada do parasito. Estudos 
demonstraram que duas proteínas se ligam e contribuem para a formação da junção: a AMA1 
(apical membrane antigen 1), que é secretada dos micronemas e se posiciona na membrana do 
parasito, e a ROM4 (rhomboid protease), que, após secretada, migra para a superfície da hemácia 
(WEISS; CRABB; GILSON, 2016). Pode-se perceber que invasão das hemácias pelo plasmódio 
envolve um processo de penetração ativa. Após a entrada do parasito se forma um vacúolo 
parasitóforo (VP), onde estão contidos o lúmen do VP e o plasmódio.  
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Figura 1: Ciclo de vida do Plasmodium spp. no hospedeiro humano. Os esporozoítos (a) invadem o 
fígado e se transformam em esquizontes hepáticos (b), que se rompem e liberam merozoítos responsáveis 
por iniciar o ciclo eritrocitário (c). Após invasão, os merozoítos se transformam respectivamente em anéis 
(d), trofozoítos (e) e esquizontes (f). Alguns trofozoítos se transformarão em gametócitos femininos (g) e 
masculinos (h). Durante a invasão eritrocitária, o parasito se desenvolve dentro do vacúolo parasitóforo. 
 
No VP ocorre o período de crescimento vegetativo, quando o parasito passa pelas fases 
de anel, de trofozoítos e de esquizonte. Assim, a membrana do VP constitui uma importante 
interface entre o parasito e o hospedeiro e deriva, primariamente, da membrana plasmática do 
eritrócito, mas é rapidamente remodelada pela inserção de proteínas do parasito e mudanças da 
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composição lipídica (fosfolipídios), já que sua morfologia deve ser adaptada às necessidades do 
parasito e permitir a aquisição de nutrientes e o transporte de proteínas para a hemácia. Os grânulos 
densos parecem estar envolvidos no remodelamento da membrana do vacúolo parasitóforo, uma 
vez que essas organelas secretam a PTEX (do inglês plasmodium translocon of exported proteins), 
envolvida na exportação de proteínas para a hemácia. O vacúolo parasitóforo somente se rompe no 
momento da lise da célula para saída dos merozoítos formados durante a esquizogonia. A lise da 
célula hospedeira permite a liberação de 16 a 24 merozoítos, que irão invadir outros eritrócitos e 
manter o ciclo (BANNISTER et al., 2000a; WHITE et al., 2014; BANNISTER et al., 2000b).  
Alguns trofozoítos irão se diferenciar em formas sexuadas, gametócitos masculinos e 
femininos, que, quando ingeridos pelo mosquito, irão se desenvolver em microgametas e 
macrogametas no intestino do mosquito Anopheles. A fecundação dos gametas leva a formação do 
zigoto, que após divisão meiótica, dá origem a uma forma móvel haplóide denominada oocineto. 
O oocineto se instala no intestino e, por divisão assexuada, gera vários esporozoítos que migram 
até as glândulas salivares do mosquito (BANNISTER et al., 2000a; WHITE et al., 2014; 
BANNISTER et al., 2000b).  
 
1.2 Diagnóstico clínico e laboratorial 
O diagnóstico laboratorial da malária pode ser realizado por 3 tipos de exames: 
microscopia, testes imunológicos rápidos e detecção de ácidos nucleicos. O exame microscópico 
do sangue pode ser feito em esfregaço espesso ou distendido. A primeira técnica favorece o 
encontro do parasito, posto que a concentração do sangue por campo microscópico é maior, a 
segunda permite uma observação mais clara da morfologia, o que facilita a identificação da espécie. 
Essa identificação exige experiência do laboratorista, visto que algumas espécies apresentam 
morfologia similar, como as formas de anel das espécies P. knowlesi e P. falciparum por exemplo 
(BARBER et al., 2017). O exame mais específico para identificação da espécie é o de amplificação 
do DNA dos plasmódios usando a reação em cadeia da polimerase (PCR), porém esse tipo de 
exame ainda é restrito aos grandes laboratórios, em virtude do custo elevado (BRASIL, 2010).  
Além dos exames por microscopia, foram criados os testes imunocromatográficos rápidos. 
O primeiro a ser desenvolvido foi o que utilizava anticorpos monoclonais e policlonais contra a Pf-
HRP2 (do inglês, histidine rich protein) de P. falciparum. A desvantagem desse teste é a 
permanência da proteína Pf-HRP2 por um longo período, mesmo após o tratamento. A segunda 
geração de testes incluiu a detecção também da enzima desidrogenase láctica (pDHL) que é 
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específica para cada espécie de plasmódio e, consequentemente, permite a diferenciação das 
espécies (BRASIL, 2010). Esses testes imunológicos têm sido cada vez mais utilizados nas regiões 
endêmicas devido a facilidade de uso, estima-se que 75% dos diagnósticos de malária realizados 
na África Subsaariana foram realizados por meios desses testes em 2017 (WHO, 2018). 
O diagnóstico clínico é desafiador por dois motivos: os sintomas iniciais da malária são 
pouco específicos e os da forma complicada são variáveis a depender do paciente e da espécie de 
plasmódio infectante. Os sintomas iniciais são comuns a outras doenças infecciosas:  febre, mal-
estar, fadiga e náuseas. A morte por malária severa pode se dar por uma ou mais das seguintes 
manifestações clínicas: insuficiência renal, insuficiência hepática, disfunção pulmonar, anemia 
aguda, acometimento do sistema nervoso central, dentre outras.  A anemia e a hipoglicemia são as 
principais manifestações da malária complicada observadas em crianças, enquanto o edema 
pulmonar é mais comum em gestantes (WHITE et al., 2014).  
De maneira geral, a patogênese da malária decorre de três eventos fisiopatológicos 
principais: a resposta inflamatória excessiva, destruição de eritrócitos e adesão de hemácias 
infectadas aos capilares. A ruptura dos esquizontes promove a liberação de moléculas parasitárias 
capazes de ativar a resposta imunológica, como GPI (glicosilfosfatidilinositol) e hemozoína. Após 
algum tempo de infecção, a depender da espécie de plasmódio, os parasitos se sincronizam no 
paciente, isso faz com que os episódios de febre sejam mais regulares, o que auxilia no diagnóstico 
da doença. A liberação excessiva de citocinas pode levar a hipovolemia, hipotensão e choque 
semelhante ao séptico, que são manifestações comuns da malária complicada (PLEWES; 
TURNER; DONDORP, 2018).  
Além disso, algumas, citocinas pró-inflamatórias, como TNFa (fator de necrose tumoral) 
e IFNy (interferon gama) podem inibir a eritropoiese. Essa inibição associada a destruição de 
hemácias parasitadas no baço contribuem para a aquisição de anemia nos casos graves de malária. 
Essas citocinas também levam a um aumento da expressão de receptores de adesão por células 
endoteliais, tais como CD36 (do inglês, cluster of differentiation 36), ICAM1 (do inglês, 
intercellular adhesion molecule 1), PECAM1 (do inglês, platelet endothelial cell adhesion 
molecule 1). O Plasmodium falciparum possui proteínas de membrana que se ligam a esses 
receptores possibilitanto o escape da destruição pelo baço. A ligação das hemácias parasitadas às 
células endoteliais leva à obstrução da microvasculatura, disfunção endotelial, edema e 
extravasamento de leucócitos para os tecidos. O sequestro de parasitos e os processos de 
 22 
inflamação tecidual são, em parte, responsáveis pela forma mais grave de malária (GONÇALVES 
et al., 2017). 
Por outro lado, o sistema imunológico inato e adaptativo controla a parasitemia sanguínea. 
Por isso, as crianças são o principal grupo de risco para o desenvolvimento de malária grave, já 
que altas parasitemias são comuns em crianças com menos de cinco anos de idade, dado o 
desenvolvimento incompleto do sistema imunológico (WHITE et al., 2014). Em 2017, 61% das 
mortes por malária ocorreram em crianças nessa faixa etária. Além disso, pacientes com coinfecção 
pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) também possuem um risco aumentado de apresentar 
parasitemias altas (WHO, 2018). 
 
1.3 Controle Vetorial  
A malária é transmitida ao ser humano através da picada do mosquito fêmea do gênero 
Anopheles. Existem mais de 400 espécies das quais cerca de 60 são vetores da malária, mas 
somente 25 são vetores importantes da doença. O Anopheles darlingi é a espécie mais frequente 
no domicílio devido a sua acentuada antropofilia e tem como criadouro grandes coleções de águas 
límpidas e ensolaradas. O An. darlingi é favorecido pelo desmatamento e formação de garimpo 
(KLEINSCHMIDT et al., 2018; WHO, 2018). 
Apesar da variedade de espécies capaz de transmitir a malária, a redução da população de 
mosquitos por meio do monitoramento ambiental de criadouros do inseto e do uso de inseticidas é 
uma medida capaz de controlar a transmissão da doença. O uso do diclorosifenilcloroetano 
contribuiu para a eliminação da doença em mais de 10 países durante o Programa de Erradicação 
Global da Malária operado pela Organização Mundial de Saúde de 1955 a 1969. As principais 
estratégias atuais para a controle vetorial são: o uso de redes tratadas com inseticida nas camas e 
pulverização residual nas casas. Contudo, a resistência generalizada a vários dos inseticidas 
disponíveis tem limitado essa medida de prevenção (HEMINGWAY et al., 2016). Segundo a OMS, 
mosquitos resistentes a pelo menos uma das quatro principais classes de inseticidas (carbamatos, 
organofosforados, organoclorados e piretróides) podem ser encontrados em 68 dos 80 países 
endêmicos (WHO, 2018). 
 
1.4 Tratamento 
O Plasmodium ssp. possui um ciclo de vida complexo e os estágios de vida são diferentes, 
quanto a morfofisiologia. Por isso, em geral, os antimaláricos têm maior ou menor eficácia a 
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depender do estágio de vida do parasito. Por exemplo, primaquina tem muita atividade contra 
gametócitos e hipnozoítos, porém tem baixa eficácia contra esquizontes, já a mefloquina consegue 
eliminar bem os esquizontes e não tem atividade contra os hipnozoítos e gametócitos (LALLOO 
et al., 2016). 
Tradicionalmente, a malária tem sido tratada por quimioterapia baseada em quinolinas e 
quinolonas (COHEN; SARAN; YAVUZ, 2016). A descoberta do quinino, um produto natural 
extraído de árvores do gênero Cinchona, suscitou o desenvolvimento de quinolonas, como a 
primaquina, piperaquina, mefloquina, amiodiquina e cloroquina (RUDRAPAL, 2011). A 
cloroquina foi por muitos anos a primeira escolha para o tratamento da malária, em razão da sua 
alta efetividade, do baixo custo e da baixa toxicidade. Essa droga é recomendada pelo Ministério 
da Saúde para o tratamento de malária por Plasmodium vivax no Brasil (BRASIL, 2010). 
Infelizmente, muitas linhagens de Plasmodium falciparum se tornaram resistentes a esse 
tratamento (WELLEMS; PLOWE, 2001). Todavia, outras quinolonas ainda hoje são utilizadas 
para o tratamento de malária não complicada ou como adjuvantes no tratamento de malária 
complicada (WELLS; VAN HUIJSDUIJNEN; VAN VOORHIS, 2015). 
A crescente resistência aos fármacos existentes se tornou uma grande preocupação em 
1980. A descoberta da artemisinina extraída das folhas da planta Artemisia annua significou uma 
nova esperança na luta contra a malária (BUTLER; WU, 1992). Apesar da alta efetividade e baixa 
toxicidade, limitações significativas têm dificultado seu uso na prática clínica. Em primeiro lugar, 
a extração da artemisinina a partir da sua fonte vegetal permanece a única opção prática para a 
obtenção da droga e esse processo envolve um alto custo de produção e flutuações na oferta, o que 
dificulta o acesso principalmente em áreas mais pobres. Além disso, essa droga apresenta um tempo 
de meia vida curto e, portanto, torna-se necessário que o tratamento seja combinado com outras 
drogas para evitar recrudescência (KINDERMANS et al., 2007). A artemisinina apresenta ainda 
uma baixa solubilidade em água e em óleo, contudo essa limitação foi parcialmente contornada por 
meio do desenvolvimento de seus derivados semi-sintéticos, como a dihidroartemisinina, o 
arteméter, o arteéter e o artesunato de sódio (SRIRAM et al., 2004). 
A ACT (terapia combinada com artemisinina) foi considerada pela OMS a primeira linha 
de tratamento da malária complicada por P. falciparum e duas combinações são recomendadas pelo 
Ministério da Saúde: artemeter/lumefantrina e mefloquina/artesunato (BRASIL, 2010). No 
entanto, em 2008, observou-se o desenvolvimento de resistência a artemisinina na fronteira entre 
a Tailândia e o Camboja (NOEDL et al., 2008). Atualmente, a propagação dessas linhagens 
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mutantes tem gerado grande preocupação, visto que podem ser encontradas também em outros 
países (ASHLEY et al., 2014). Além disso, a resistência a artemisinina gera uma sobrecarga aos 
fármacos adjuvantes, induzindo também ao aumento do número de linhagens resistentes aos 
tratamentos tradicionais (DHORDA et al., 2015). 
Desde 1952, a única droga com atividade hipnozoicida é a primaquina. Essa droga é muito 
utilizada no Brasil para evitar recaídas por P. vivax, entretanto, esse tratamento apresenta duas 
desvantagens. A primeira é o tempo de tratamento longo, de 7 a 14 dias, conforme a recomendação 
do Ministério da Saúde (BRASIL, 2010). Além disso, em indivíduos com deficiência genética na 
proteína glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), pode ocorrer um efeito adverso grave durante o 
tratamento com primaquina: a anemia hemolítica aguda (WELLS; BURROWS; BAIRD, 2010). A 
prevalência dessa mutação genética no Amazonas é de aproximadamente 4,5% dos habitantes 
(SANTANA et al., 2013). Grandes esforços têm sido desprendidos para a descoberta de outra droga 
com atividade hipnozoicida o que levou ao desenvolvimento da tafenoquina, que teve os testes 
clínicos finalizados em 2014 pela Glaxo Smith Kline. Apesar de apresentar também efeitos 
adversos graves em pacientes com deficiência na atividade enzimática da glicose-6-fosfato 
desidrogenase, essa droga consegue eliminar os hipnozoítos com uma dose única, o que pode 
contribuir futuramente para a adesão dos pacientes e, consequentemente, a redução do número de 
casos de P. vivax no Brasil (LLANOS-CUENTAS et al., 2014). 
 
1.5 Outros métodos de prevenção 
O sucesso da implementação de controle vetorial, tratamento e diagnóstico oportunos 
depende de recursos humanos e materiais nos sistemas de saúde e de uma população educada e 
informada sobre os riscos da doença, já que adesão dos usuários as medidas de controle e prevenção 
é imprescindível ao sucesso da intervenção (FARQUHARSON et al., 2004). 
 Além desses métodos de prevenção, a OMS recomenda a quimioprofilaxia de gestantes, 
crianças e turistas em áreas endêmicas. Com relação a prevenção da malária gestacional, é 
recomendado o uso de 3 doses da combinação sulfadoxina-pirimetamina. Em 2017, estima-se que 
somente 22% das gestantes receberam as 3 doses recomendadas. Para crianças, é recomendada 
uma quimioprofilaxia sazonal com amiodiquina, sulfadoxina e pirimetamina. Por último, os 
turistas também são um grupo de risco de desenvolver formas mais graves da malária, uma vez que 
eles não dispõem de anticorpos contra o parasito, como, em geral, possuem os moradores de áreas 
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endêmicas. Os tratamentos utilizados para quimioprofilaxia dependem do pais de destino do 
viajante (WHO, 2018).  
 
1.6 Vacina 
Os residentes de áreas endêmicas adquirem uma imunidade natural à malária e sabe-se 
que esse processo envolve a produção de anticorpos contra várias proteínas essenciais ao parasito. 
Entretanto, essa proteção é adquirida lentamente e depende da permanência do indivíduo na área 
de alta transmissão, sendo rapidamente perdida caso ele se ausente. Após os 5 primeiros anos, a 
criança desenvolve uma imunidade à forma letal da doença. Atingindo a idade adulta os sintomas 
vão se tornando cada vez menos frequentes e os níveis de parasitos sanguíneos diminuem até atingir 
um platô, ou seja, a imunização estéril não é conseguida naturalmente (DOOLAN; DOBAÑO; 
BAIRD, 2009; MARSH; KINYANJUI, 2006). 
A obtenção de parasitos vivos atenuados e a produção de subunidades proteicas têm sido 
as duas estratégias de busca por uma vacina antimalárica e ambas se mostram muito desafiadoras. 
A primeira envolve um alto custo, além da dificuldade de se garantir níveis de segurança 
necessários à aprovação para uso em humanos. Por outro lado, a complexidade do parasito é um 
grande obstáculo ao desenvolvimento de vacinas de subunidades. Em primeiro lugar, o padrão de 
expressão gênica varia amplamente a depender do estágio de desenvolvimento. Conforme um 
estudo proteômico desenvolvido por Florens e colaboradores (2002), de um total de 2450 proteínas 
identificadas, somente 152 (6%) são expressas nos estágios presentes no hospedeiro humano. 
Ademais, os genes responsáveis por codificar proteínas de membrana são extremamente 
redundantes, são expressos sazonalmente (por um processo denominado variação gênica) e contém 
regiões altamente polimórficas. Essa diversidade antigênica dificulta o reconhecimento pelo 
sistema imune e o estabelecimento de uma resposta adaptativa (CLAESSENS et al., 2014; 
GUIZETTI; SCHERF, 2013). 
O desenvolvimento de uma vacina antimalárica baseada em parasitos atenuados tem se 
enfocado no estágio pré-eritocitário. Nos anos 70, dois estudos demonstraram que altos níveis de 
proteção contra P. falciparum poderiam ser atingidos em humanos por meio de aproximadamente 
1000 picadas de mosquitos irradiados (RIECKMANN et al., 1979). Esses resultados estimularam 
a produção, pela empresa Sanaria Inc., de esporozoítos criopreservados e atenuados por radiação 
para serem administrados por via intravenosa e essa vacina está atualmente em estudos de fase II 
(RICHIE et al., 2015). Atualmente, abordagens baseadas em esporozoítos que apresentem knock 
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out de genes essenciais também têm sido exploradas, contudo, esses candidatos ainda estão em 
fases iniciais de estudo (KUBLIN et al., 2017).  
Grande parte das pesquisas estão direcionadas a geração de vacinas recombinante, que 
contém subunidades de proteínas essenciais expressas nas fases pré-eritrocitária e eritrocitária. Até 
o momento, a única vacina que passou por testes clínicos de fase III, denominada Mosquirix®, foi 
desenvolvida pela Glaxo Smith Klinem e colaboradores e tem como antígeno o peptídeo RTS,S, 
que corresponde a uma fusão das regiões central e C-terminal da proteína de membrana CSP 
(Circumsporozoite Protein) dos esporozoítos com o antígeno S do vírus causador da hepatite B. 
Apesar de já estar sendo utilizada na região africana, essa vacina demonstrou eficácia na 
imunização contra a malária grave durante o período de 18 meses de acompanhamento em apenas 
34% das crianças e 27% dos recém-nascidos tratados, em estudos de fase III (PARTNERSHIP, 
2014).  O conhecimento das proteínas de superfície dos diferentes estágios de vida do parasito é 
essencial na busca por alvos para o desenho de vacinas recombinantes, como foi realizado para a 
CSP.  
1.7 O exportoma do parasito 
Se por um lado os eritrócitos fornecem um ambiente de proteção ao plasmódio, visto que 
é a única célula do corpo humano que não apresenta complexo principal de histocompatibilidade 
ou MHC (do inglês Major Histocompatibility Complex), por outro lado a hemácia é uma célula 
hospedeira que não realiza muitas funções, geralmente essenciais em outras células, como 
maquinaria de biossíntese de proteínas, ampla permeabilidade a nutrientes e tráfego intracelular. 
Para compensar a falta desses sistemas e adaptar a célula hospedeira às suas necessidades, o 
Plasmodium falciparum exporta cerca de 8 a 10% do seu proteoma para a hemácia. Esse conjunto 
de proteínas exportadas para a células hospedeira, denominado exportoma, desempenha diversas 
funções, como transporte de nutrientes, citoaderência, dobramento de proteínas recém exportadas 
e enrijecimento da célula (DE KONING-WARD et al., 2016; SPILLMAN; BECK; GOLDBERG, 
2015a).  
Conforme descrito na sessão anterior, o parasito no estágio intraeritrocitário se desenvolve 
dentro do vacúolo parasitóforo. Portanto, as proteínas exportadas ultrapassam vários obstáculos 
antes de atingir a hemácia. Essas são transportadas pelo retículo endoplasmático do parasito, 
ultrapassam a membrana plasmática do parasito, percorrem o lúmen do vacúolo parasitóforo e 
atravessam a membrana do vacuolo parasitóforo (MATTHEWS, PITMAN; DE KONING-WARD, 
2019).  
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 Acredita-se que a passagem pela membrana do parasito se dá por exocitose de vesículas 
provenientes do retículo endoplasmático. O conhecimento adquirido do exportoma do plasmódio 
nos permite classificar essas proteinas em dois grupos: exportadas via peptídeo sinal PEXEL 
(plasmodium export element)  e PNEPs (do inglês PEXEL-negative exported proteins). O sinal de 
exportação PEXEL é composto pela sequência RxLxE/Q/D, na qual a letra x corresponde a um 
resíduo de aminoácido sem carga, e aproximadamente 400 proteínas (8% do proteoma predito) 
contêm essa sequência (GILSON et al., 2016). No retículo endoplasmático ocorre a clivagem do 
peptídeo sinal na região após a leucina pela protease plasmepsina 5 e posterior acetilação do resíduo 
e acredita-se que esse processo seja essencial para a exportação de proteínas PEXEL positivas por 
meio de vesículas. As PNEPs comumente apresentam um domínio transmembrânico que 
possivelmente contém um sinal para entrada na via secretória. Observou-se que a região N-terminal 
também foi essencial para a exportação de algumas PNEP’s, no entanto nenhum peptídeo sinal foi 
identificado nesse grupo. Atualmente são conhecidas aproximadamente 60 PNEP’s. Ainda não 
foram identificadas proteínas envolvidas na clivagem de proteínas desse grupo (BODDEY; 
COWMAN, 2013a).  
Uma vez no lúmem, as proteínas exportadas precisam ainda atravessar a membrana do VP 
para atingir o citoplasma da hemácia. Até o momento, o único translocon elucidado é o complexo 
PTEX (do inglês Plasmodium Translocon of Exported Proteins). As proteínas são transportadas 
pelo PTEX de forma desnaturada. Esse complexo envolve 5 proteínas no P. falciparum, sendo que 
3 são essenciais para o transporte e para a sobrevivência do parasito, que são heat shock protein 
101 (HSP101), exported protein 2 (EXP2) e PTEX150. A HSP101 é a porta de entrada do 
complexo e, por ser uma ATPase, sugere-se que ela funcione como um motor. A PTEX150  conecta 
a HSP101 a EXP2. Essa última contém um domínio transmembrânico, portanto ela funciona como 
o canal do complexo. A TRX2 (Thioredoxin 2) e a PTEX88 provavelmente participam do 
complexo de forma acessória e não são essenciais para a sobrevivência do parasito. Já foi sugerido 
que a TRX2 contribua para o desdobramento e a PTEX88 funcione como um adaptador das 
proteínas a HSP101 (BECK et al., 2014a; BULLEN et al., 2012; ELSWORTH; CRABB; GILSON, 
2014; MATTHEWS et al., 2013; SANDERS et al., 2019). 
Após a passagem pelo poro, as proteínas exportadas sofrem renaturação antes de partirem 
para sua destinação final e realizarem suas funções, para isso o parasito precisa exportar 
chaperonas, como a HSP70x (heat shock protein 70x), HSP70, HSP40, dentre outras. Existem 
evidências da localização dessas chaperonas na membrana, no citoplasma e em estruturas 
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vesiculares. Depois que as proteínas ganham acesso ao citoplasma do eritrócito, elas podem seguir 
quatro possíveis destinos: se alojar na membrana, permanecer no citoplasma, serem transportadas 
para dentro de estruturas vesiculares ou serem secretadas (Figura 2) (NOLTE et al., 1991; TATU, 
UTPAL, SINGH, BANUMATHY, 2002). 
 
 
Figura 2: Representação das localizações das proteínas exportadas. A adesina EMP1 se aloca na 
superfície e é sustentada internamente pelos knobs, principalmente pela KHARP. RESA interage com 
espectrina e MESA interage com a banda 4.1. STEVOR, SURFIN e RIFIN também são adesinas de 
superfície. O TVN, Maurer’s Clefts e j-dots são estruturas vesiculares. Os Maurer Clefts’s possivelmente 
também produzem vesículas (roxas). FIKK (Phe–Ile–Lys–Lys kinase), GBP (glycophorin-binding protein), 
HRPII (histidine-rich protein 2), KAHRP (knob-associated histidine-rich protein), MAHRP (membrane-
associated histidine-rich protein), MESA (mature parasite-infected erythrocyte surface antigen); MRSP6 
(merozoite surface protein), PfEMP (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein) PfMC-2TM 
(Maurer’s cleft protein with two transmembrane domains), PTP (PfEMP-trafficking protein, RESA (ring-
exported surface antigen) PHIST (Plasmodium helical interspersed subtelomeric), REX (ring-exported 
protein), RIFINs (repetitive interspersed family) SBP1 (skeletal binding protein 1); SEMP1 (small exported 
membrane protein 1), STEVORs, (subtelomeric variable open reading frame family) SURFINs (surface-
associated interspersed gene family). Representação ilustrativa adaptada de Spillman e colaboradores 
(2015). 
 
Vários antígenos de superfície possuem a função de aderir os eritrócitos infectados aos 
vasos sanguíneos ou de mediar agregação das hemácias infectadas com outras (parasitadas ou não) 
para reduzir a permeabilidade a vasos de pequeno calibre, esse último processo é conhecido como 
formação de rosetas (ou do inglês rosetting). O antígeno mais estudado é o PfEMP1 (do inglês 
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Erythocyte Membrane Protein-1), que pode estar associado aos “knobs” (protrusões de membrana) 
por meio da ligação com a proteína KAHRP (do inglês knob-associated histidine rich protein) ou 
presente em outros compartimentos do exportoma. A proteína EMP1 promove a citoaderência 
devido a sua capacidade de se ligar aos receptores de células endoteliais, como CD36, ICAM1 e 
PECAM1. O processo de variação antigênica atrelado a alta taxa de polimorfismo desse gene faz 
desse antígeno o principal fator de virulência do Plasmodium falciparum. Outras importantes 
famílias de antígenos de membrana foram descritas, como a RIFIN (repetitive interspersed family), 
a STEVOR (subtelomeric variable open reading frames) e a surfin (gene surf) (COWMAN; 
BERRY; BAUM, 2012). Assim como EMP1, surfin e STEVOR também parecem estar envolvidas 
na formação de rosetas (GILSON et al., 2017). 
O citoesqueleto das hemácias é composto por uma rede flexível de proteínas periféricas 
que possibilitam a deformação das células durante a passagem por pequenos vasos e a estabilidade 
mecânica. Os principais componentes do citoesqueleto dos eritrócitos são a espectrina α, a 
espectrina β, a actina e a proteína da banda 4.1. As proteínas do parasito são capazes de se ligar a 
essa rede e causar a desestabilização do citoesqueleto da hemácia. O antígeno de superfície MESA 
(mature parasite-infected erythrocyte surface antigen) se liga com a banda 4.1. PfEMP3 se liga 
com a banda 4.1 e com espectrina α. Foi descrita também a ligação do antígeno RESA (do inglês 
Ring-infected Erythrocyte Surface Antigen) com a espectrina β e o bloqueio dessa ligação causou 
uma diminuição da rigidez da hemácia parasitada. O aumento da rigidez da célula foi observado 
após silenciamento das proteínas glycophorin binding protein 130 (GBP130), LyMP, PTP3, 
PF3D7_1301400, PF3D7_0220100, PF3D7_0801900, PF3D7_1401600 e FIKK4.2, porém o 
mecanismo ainda não foi esclarecido  (ANONG et al., 2009; MAGOWAN et al., 2000; 
MILLHOLLAND et al., 2011; PARISH et al., 2013a; PEI et al., 2005, 2007; SALOMAO et al., 
2008; SHI et al., 2013).  
O eritrócito não possui estrutura para tráfego intracelular, por isso o parasito desenvolve 
sistemas de exomembrana e organelas dentro da célula hospedeira. Os mais estudados são os 
Maurer Clefts (MC’s), que parecem funcionar como depósitos de proteínas exportadas. Alguns 
componentes dessa organela já foram elucidados, tais como SBP1 (skeleton binding protein 1), 
REX1/2 (ring-exported protein), MAHRP1 (membrane-associated histidine rich protein 1), PTP1 
(PfEMP1 trafficking protein 1), ETRAMP (early transcribed membrane protein) (MUNDWILER-
PACHLATKO; BECK, 2013). Nos estágios iniciais os MC’s se movimentam livremente no 
citoplasma das hemácias, já na fase de trofozoíto essa organela fica ancorada a membrana devido 
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a atuação da membrane-associated histidine-rich protein 2 (MAHRP2), que mantém os MC’s 
ancorados a membrana. Alguns autores sugerem que os MC’s funcionam semelhantemente ao 
Complexo de Golgi, ou seja, como um sistema de distribuição. No seu interior estão contidas 
muitas proteínas com domínios de a-hélices estendidas, semelhantes aos da dinamina, que são 
capazes de fusionar membranas. Além disso, ao redor dos MC’s podem ser visualizadas várias 
pequenas vesículas (de 25 nm a 200 nm) e as proteínas PfEMP1 trafficking protein 1 (PTP1), 
PfEMP1 e PfEMP3 já foram marcadas nessas estruturas em ensaios de imunofluorescência 
(COOKE et al., 2006; MAYER et al., 2012; OBERLI et al., 2014; PACHLATKO et al., 2010; 
TILLEY et al., 2008). 
 A rede tubovesicular ou tubovesicular network (TVN) e os J-dots são também sistemas 
de exomembranas conhecidos, porém suas funções ainda não foram elucidadas. O TVN é visto em 
análises de microscopia eletrônica como um compartimento membranar contínuo com a membrana 
do vacúolo parasitóforo, no entanto a presença de um lúmem comum entre ambos ainda é 
controverso. Foi sugerido que o TNV participa direta ou indiretamente da captação de nutrientes, 
já que a inibição da sua formação reduziu a absorção desses (LAUER et al., 1997). Outros estudos 
sugerem que a rede tubovesicular participe do transporte de fosfolipídios entre as membranas, já 
que foi observada alta concentração de esfingolipídeos e da proteína PF3D7_0410000, que é 
envolvida no transporte de lipídeos (TAMEZ et al., 2008). Os J-dots são vesículas muito móveis 
que são detectadas em todos os estágios intraeritrocitários. Alguns autores sugerem o envolvimento 
dos J-dots no dobramento de proteínas exportadas, já que foi observada a presença da HSP40 
(HILLER et al., 2012; MARTI et al., 2010; SARGEANT et al., 2006). Outros investigaram se os 
J-dots estão envolvidos com o transporte de colesterol entre membranas e observaram que esses 
compartimentos foram parcialmente destruídos após a remoção do colesterol (KÜLZER et al., 
2010; MAGUIRE; SHERMAN, 1990; TOKUMASU et al., 2014).  
As proteínas exportadas podem ainda ser secretadas para fora da célula hospedeira. Vários 
trabalhos que enriqueceram proteínas de membrana de estágios eritrocitários do plasmódio, 
identificaram histonas, como H3 e H4, no secretoma. Já foi demostrado que o parasito secreta DNA 
via exossoma. Acredita-se que essas vesículas funcionam tanto como mecanismo de quorum 
sensing, quanto na modulação do sistema imune (REGEV-RUDZKI et al., 2013; VEMBAR; 
SCHERF; SIEGEL, 2014; WU et al., 2018).  
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1.8 Métodos para estudo do exportoma 
Grandes têm sido os esforços para discriminar quais são as proteínas exportadas, onde elas 
se localizam e como elas interagem entre si, já que o exportoma pode conter alvos interessantes 
para o desenho de drogas (BODDEY; COWMAN, 2013a). Nesse trabalho, buscou-se otimizar 
novos métodos para investigar as proteínas do exportoma. 
 
1.8.1 Análise do subfrecionamento do exportoma por lise seletiva com 
estreptolisina O 
A estreptolisina O (SLO) é uma proteína hemolítica composta por 571 resíduos de 
aminoácidos, produzida por linhagens de Streptococcus pyogenes do grupo A. O tipo “O” da 
estreptolisina é a toxina instável ao oxigênio. Essa toxina pertence a grande família de citolisinas 
dependentes de colesterol e é considerada o principal fator de virulência dessas bactérias. Estudos 
de microscopia eletrônica mostram que essa hemolisina forma poros de aproximadamente 30 nm 
de diâmetro, que contém de 50 a 80 subunidades de estreptolisina O. A estrutura é composta por 4 
domínios (D1, D2, D3 e D4) que estão principalmente na conformação beta. A formação do poro 
ocorre em quatro etapas. A primeira etapa envolve a ligação dos resíduos de triptofano do domínio 
D3 à hidroxila do carbono 3 do anel do colesterol. Essa ligação induz a uma mudança de 
conformação do peptídeo que permite a segunda fase, a oligomerização, cuja interação é mediada 
por grupos tiol do domínio um (D1) que realizam ligações de hidrogênio. Quando várias 
subunidades já foram ligadas, essa estrutura adquire uma forma de arco e, nesse momento, o 
oligômero se insere na membrana, formando um poro, principalmente pela interação dos resíduos 
hidrofóbicos da região D3 com os fosfolipídios de membrana. Após inserção na membrana, outras 
subunidades se unem até a formação do poro completo (RAMACHANDRAN et al., 2002; 
ROSSJOHN et al., 1997). 
A membrana do vacúolo parasitóforo é considerada uma membrana híbrida, pois essa 
contém componentes do parasito e da hemácia. Desde o começo do processo de invasão, o 
merozoíto secreta várias proteínas que se alocam na membrana do eritrócito e após a invasão muitas 
proteínas são exportadas. Além disso, várias proteínas da hemácia são retiradas da membrana do 
vacúolo parasitóforo e da membrana do eritrócito pelo parasito (BECK et al., 2014b; 
DLUZEWSKI et al., 1989; EHMAN et al., 2017b).  
O conteúdo lipídico também é amplamente modificado. A membrana do eritrócito (ME) 
é rica em regiões denominadas rafts, onde se concentram grandes quantidades de colesterol. Ainda 
 32 
não foi conhecida uma via de produção de colesterol no Plasmodium falciparum, no entanto sabe-
se que esse componente é importante para o seu desenvolvimento. Portanto, o parasito precisa fazer 
uso do colesterol presente na membrana do eritrócito. A consequência disso é que ao longo do 
ciclo, o conteúdo de colesterol nas membranas é reduzido e a membrana do eritrócito é a que ainda 
apresenta a maior concentração de colesterol mesmo nos estágios mais tardios de desenvolvimento. 
Frankland e colaboradores, em 2006, observaram que a presença dos rafts são importantes para o 
tráfego da proteína EMP1. 
 Apesar de não ser capaz de sintetizar colesterol, o parasito produz vários tipos de 
fosfolipídios. A produção desses é essencial para a expansão da MVP (membrana do vacúolo 
parasitóforo) e da MP (membrana do parasito) para permitir o seu crescimento. Os fosfolipídios 
produzidos pelo parasito, principalmente fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, são alocados nas 
membranas (ME, MVP e MP). Apesar de claras evidências do intercâmbio de lipídeos entre as 
membranas, o mecanismo desse tráfego ainda é pouco compreendido. Existem hipóteses que esse 
transporte ocorre por meio de vesículas, provenientes das membranas, ou com origem nos MC’s, 
J-dots ou TVN (SCHLEGEL, 2007; VOLONTÉ et al., 2002).  
Conforme abordado, a membrana dos eritrócitos é rica em colesterol, já a membrana da 
hemácia parasitada com P. falciparum apresenta cada vez menos colesterol a medida que o parasito 
cresce dentro da célula hospedeira. Porém, mesmo com a redução gradual da quantidade de 
colesterol, a membrana do eritrócito parasitado contém uma quantidade muito maior desse lipídio, 
quando comparada com a membrana do vacúolo parasitóforo e do parasito respectivamente. Essa 
diferença na concentração foi explorada em duas técnicas: permeabilização e lise seletiva com SLO 
e com saponina. A saponina é um detergente que lisa preferencialmente as membranas ricas em 
colesterol, se for utilizada uma concentração máxima de 0,5% e mantida em contato com a célula 
por até 5 minutos, esse detergente é capaz de lisar a membrana da hemácia parasitada e o vacúolo 
parasitóforo. Se for utilizada uma concentração maior ou uma incubação mais longa, a saponina 
pode danificar também a membrana do parasito por solubilizar outros lipídeos e fosfolipídios 
(KIRK et al., 2005). A formação de poros pela estreptolisina O, por outro lado, é mais específica 
pois depende da presença do colesterol. Observa-se que mesmo em grandes concentrações da 
toxina, o vacúolo parasitóforo se mantém intacto (BURGHAUS; LINGELBACH, 2001), como 
ilustrado na Figura 3. Essa diferença entre essas duas técnicas já foi utilizada para diferenciar as 




Figura 3: Esquema representativo da lise seletiva por estreptolisina O. Quando se estabelece a ligação 
do domínio 4 (D4) da SLO com a hidroxila do colesterol, ocorre uma mudança conformacional que permite 
a oligomerização via ligação mediada pelo domínio 1 (D1), que depende da redução do grupo tiol. Após a 
formação de um polímero, o complexo penetra a membrana da hemácia parasitada e forma um poro. A SLO 
lisa seletivamente a membrana na hemácia, pois essa contém uma quantidade maior de colesterol. 
 
A atividade da SLO é medida em termos de unidades, sendo que cada unidade (U) 
equivale a quantidade necessária para lisar 50% de 50 μL de eritrócitos não-infectados a 2% de 
hematócrito em PBS durante 30 min a 37°C. A porcentagem de lise é geralmente quantificada 
indiretamente através da medição da absorbância da hemoglobina livre na amostra. A SLO já foi 
utilizada em vários tipos de abordagens para o estudo da biologia do P. falciparum, que utilizaram 
número variado de unidades. Esse toxina já foi usada para permeabilizar a ME para ensaio de 
fluorescência, que utilizam entre 3U-6U (KUMI et al., 2018; KUN et al., 1997; MILANI; 
SCHNEIDER; TARASCHI, 2015; NIANG; YAM; PREISER, 2009). Recentemente, Brown e 
Guler, em 2018, perceberam que até 47U, a SLO lisa mais 99% dos eritrócitos não infectados e 
40% das hemácias infectadas (acima dessa quantidade não houve lise preferencial), então eles 
desenvolveram um método para enriquecimento de anéis. A fim de diferenciar o conteúdo do 
lúmem do vacúolo parasitóforo e o exportoma em Plasmodium yoelii, Siau e colaboradores, em 
2016, utilizaram 1600U de SLO em 100 μL de parasitos concentrados e não observaram lise do 
vacúolo parasitóforo em uma incubação de 4 minutos. A partir das mesmas condições de lise, o 
presente estudo se propôs a separar o conteúdo membranar das hemácias fantasmas (ghosts) do 
conteúdo solúvel citoplasmático por meio de uma centrifugação a 20.000 xg por 30 minutos.  
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1.8.2 Identificação de proteínas ligadas à PDI-8 (protein dissultife isomerase 8) por 
BN-PAGE 
A PfPDI-8 (PF3D7_0827900) é uma enzima pertencente a família das thioredoxinas 
oxiredutases, porque ela é capaz de reduzir as ligações dissulfeto, oxidar grupos tiol e catalisar a 
troca da posição da ligação dissulfeto (atividade de isomerase) (STOLF et al., 2011). Dessa forma, 
essa proteína pode atuar como uma chaperona, já que é capaz de trocar a posição das ligações 
dissulfeto e permitir a dobra correta da proteína (Pt), conforme ilustrado abaixo.  
 
(1) PDI (-SH, -SH) + Pt (-S-S-)    Redução           PDI (-S-S-) + Pt (-SH,-SH) 
 
(2)  PDI (-S-S-) + Pt (-SH, -SH)    Oxidação          PDI (-SH, -SH) + Pt (-S-S-) 
 
(3) PDI (-S-S-) + Pt (-S-S-, -SH, -SH)    Isomerizaçcão         PDI (-S-S-) + Pt (-SH, -S-S-, -SH)   
 
A organização das PDI’s, em geral, consiste em 5 domínios, a – b – b’– a’– c, sendo a e 
a’ os sítios ativos (motivo de thioredoxina ou sítio de oxidoredutase). A PDI humana apresenta 
52% de identidade com a PfPDI-8 nos sítios ativos, já os outros domínios mostram 
aproximadamente 18% de semelhança (KEMMINK et al., 1997; KLAPPA et al., 1998; 
PIRNESKOSKI et al., 2004). Em P. falciparum, foram descritas outras 3 PDI’s que se diferem da 
PfPDI-8 pela ausência do sítio de atividade de oxiduredutase e pela expressão ao longo do ciclo 
celular. A PfPDI-8 e a PfPDI-11 (PF3D7_1134100) possuem os dois sítios de oxiduredutase, já a 
PfPDI-9 (PF3D7_0919400) e a PfPDI-14 (PF3D7_0919400) possuem apenas um sítio de 
oxiduredutase. Foi demonstrado por estudos proteômicos e transcriptômicos que PfPDI-8 e PfPDI-
11 são expressas em todos os estágios de vida do parasito, sendo que a PfPDI-11 aparece em menor 
nível. A expressão da PfPDI-9 foi confirmada apenas no estágio de trofozoíto e esquizonte e a 
presença da PfPDI-14 foi encontrada nos estágios de esquizonte, gametócitos e esporozoítos 
(MAHAJAN et al., 2006).  
Em ensaios de imunofluorescência, a PfPDI-8 colocalizou-se com proteínas do RE, 
todavia essa estava presente também em menor grau no interior de vesículas localizadas no 
citoplasma da hemácia (MOURAY et al., 2007). A PfPDI-8 atua como uma chaperona no reticulo 
endoplasmático (RE) e pode estar envolvida com o dobramento de proteínas exportadas. A 
confirmação dessa hipótese requer estudo das proteínas capazes de interagir e formar complexos 
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com a PfPDI-8. Várias técnicas foram desenvolvidas para o estudo do interatoma de proteínas, 
como coimunoprecipitação, marcação por proximidade, duplo híbrido em levedura, dentre outros 
(EHMAN et al., 2017a; ITO et al., 2002; MERING et al., 2002). Nesse trabalho, optou-se pela 
utilização da técnica de  Western Blotting de gel nativo, utilizando como tipo de eletroforese o BN-
PAGE (MANOUSSOPOULOS; TSAGRIS, 2009). 
O Blue Native Poliacrylamide Gel Electrophoresis (BN-PAGE) é um método de 
eletroforese que separa complexos proteicos. O BN-PAGE é versátil pois é realizado em um pH 
neutro (7,5), o pH fisiológico na maioria dos compartimentos intracelulares. Esse método também 
prevê o uso do corante Coomassie Blue (CBB G-250), adicionado no tampão catódico e à amostra 
antes da corrida para conferir uma carga negativa global aos complexos de proteínas e ao mesmo 
tempo prevenir a formação de novos complexos não fisiológicos. Esse corante pode se ligar até 
mesmo em proteínas de membrana (que apresentam propriedades hidrofóbicas), produz a mudança 
de carga global do complexo e permite a migração do tampão catódico para o tampão anódico 
durante a corrida do BN-PAGE. A partir da confecção do gel nativo do extrato de P. falciparum, o 
complexo ligado a PfPDI pode ser localizado pela técnica de Western blotting (WB) (SCHAGGER, 
2000; SCHÄGGER; VON JAGOW, 1991). 
 
1.8.3 Enriquecimento das proteínas de superfície por biotinilação pela ascorbato 
peroxidase 2 
Conforme explorado na sessão 1.7, o parasito exporta várias proteínas para além do 
vacúolo parasitóforo com a missão de desempenhar inúmeras funções na célula hospedeira. 
Algumas dessas proteínas, as quais denominamos antígenos de superfície, se alocam na membrana 
da hemácia. É importante diferenciar quais proteínas do exportoma são antígenos de superfície, 
porque essas poderão ser reconhecidas pelo sistema imune, já que as hemácias não dispõem de um 
complexo maior de histocompatibilidade (SCHOLZEN; SAUERWEIN, 2016). Essa característica 
dessas proteínas faz com que elas sejam alvos interessantes para o desenvolvimento de vacinas de 
proteínas recombinantes, caso as mesmas sejam imunogênicas. Portanto, torna-se necessário 
identificar quais dos componentes do exportoma são localizadas na superfície da hemácia (BARK 
et al., 2017; FLORENS et al., 2004; FONTAINE et al., 2012).  
Várias técnicas de enriquecimento de proteínas de superfície foram desenvolvidas, no 
entanto todas elas incluem em menor ou maior grau a presença de proteínas contaminantes, que 
são apenas associadas internamente a membrana. A primeira estratégia, conhecida como “shave 
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off”, consiste em expor células intactas a soluções de proteases e analisar os peptídeos gerados por 
espectrometria de massas. O problema dessa técnica é que o uso das proteases causa lise em partes 
da membrana, o que leva a contaminação por proteínas intracelulares (ELSCHENBROICH et al., 
2010; MACHER; YEN, 2007). Outra técnica desenvolvida fundamenta-se na marcação química 
das proteínas de superfície com a biotina para a posterior captura pela estreptavidina. Foram 
desenvolvidos derivados da biotina acoplada a grupos reativos como o N-hidroxisucinimida 
(NHS), que realizam a substituição nucleofílica em resíduos de lisina, ou com o grupo maleimido, 
que reage com os de cisteína. Apesar de que a adição desses grupos torna a molécula de biotina 
mais polar e menos propensa a atravessar a membrana plasmática, proteínas intracelulares 
contaminantes também são detectadas, como as que compõem o citoesqueleto (QUEIROZ et al., 
2013) (GRIFFIN; SCHNITZER, 2011). 
A APEX 1 surgiu do esforço em buscar e adaptar uma peroxidase para substituir a HRP 
(horseradish peroxidase) em ensaios de microscopia eletrônica, já que a HRP é pouco ativa em 
ambientes redutores e necessita de cálcio para sua ativação. Martell e colaboradores, em 2012, se 
dedicaram a adaptar a APX (ascorbato peroxidase da soja Glycine max), já que essa proteína é 
pequena e não contém em sua estrutura ligação dissulfeto e não requer cálcio para sua atividade. 
Para realizar esse intento, foram feitas duas substituições na estrutura da enzima: E112K e K14D, 
para tornar a enzima menos propensa a formar dímeros, criando assim a APEX1.  
No mesmo ano, Roux e colaboradores (2012) utilizaram pela primeira vez a biotinilação 
para marcar proteínas próximas, a partir da expressão de uma biotina ligase (BirA) fusionada a 
proteína de interesse. A partir da adição do substrato biotina, os parceiros proteicos localizados 
próximos eram marcados no resíduo de lisina. A maior dificuldade da técnica BioID, como foi 
nomeada, é que a reação deve ocorrer por 18h, o que faz com que essa técnica não possa ser usada 
para mapear os parceiros proteicos em momentos específicos do ciclo celular do P. falciparum, por 
exemplo. De forma simplificada, as peroxidases são enzimas que retiram um elétron do substrato 
e entregam ao peróxido de hidrogênio. Para que a APEX1 pudesse ser utilizada em substituição a 
biotina ligase para biotinilar proteínas próximas, a biotina teve que ser fusionada a um grupo fenol, 
que pudesse doar o elétron da reação. Assim o fenol se torna um radical fenólico que pode reagir 
covalentemente com aminoácidos eletrofílicos, como tirosina, triptofano, histidina e cisteína. Para 
melhorar a atividade de marcação da APEX, o mesmo grupo realizou mais duas otimizações na 
estrutura para potencializar sua ligação com o grupo heme, que foram W41F e A134P (LAM et al., 
2015). Como a reação acontece de forma muito rápida, a biotinilação por proximidade pela APEX2 
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pode ser utilizada para mapear proteínas de um compartimento celular e até mesmo monitarar a 
formação de complexos proteicos em pontos específicos do ciclo.  
A técnica de biotinilação pela enzima ascorbato peroxidase 2 (APEX2), portanto, foi 
desenvolvida para analisar interação proteína-proteína no ambiente intracelular. A APEX2 oxida a 
biotina-fenol em um radical fenólico que é de curta duração (<1 ms), tem um pequeno raio de 
marcação (< 20 nm) (KIM; ROUX, 2016). Essa técnica já contribuiu para a elucidação de vários 
complexos proteicos e obter um maior conhecimento sobre a função das proteínas, já que apresenta 
uma abordagem temporal-espacial (FIRAT-KARALAR et al., 2014; MORRISWOOD et al., 
2013). Hung e colaboradores (2014) fusionaram o gene da APEX2 com o gene da Serina beta-
lactamase e conseguiram mapear o proteoma do espaço intramembranar da mitocôndria uma vez 
que essa proteína é muito difundida nesse compartimento. Nesse estudo, os autores observaram 
que a membrana da mitocôndria foi capaz de bloquear a passagem dos radicais fenólicos. Nossa 
hipótese a partir desses dados é que a APEX2 poderia também ser utilizada para marcar proteínas 
de membrana com domínio extramembranar, já que aparentemente a enzima e os radicais fenólicos 
não são capazes de atravessar a bicamada lipídica. Por isso, esse trabalho buscou avaliar a 





2.1 Objetivo Geral 
Buscar novas abordagens para estudar o exportoma de P. falciparum. 
 
2.2 Objetivos específicos 
• Caracterização proteômica do exportoma de P. falciparum por lise seletiva por 
estreptolisina O; 
• Validação da presença da PfPDI-8 (proteína dissulfeto isomerase 8) nas frações; 
• Produção da APEX2 recombinante ativa no intuito de marcar, por biotinilação, as proteínas 
da superfície celular de hemácias parasitadas. 




A humanidade caminha a passos lentos rumo a erradicação da malária. Cada vez mais 
fármacos e inseticidas se tornam menos eficazes devido ao desenvolvimento e proliferação de 
linhagens de parasitos e vetores resistentes e ainda não se sabe claramente se a nova vacina em 
estudos de fase III será eficiente para reduzir o número de casos de malária por P. falciparum por 
muito tempo (WHO, 2018).  
O desenvolvimento de novos fármacos requer o conhecimento da biologia do parasito e dos 
seus pontos fracos. Diferentemente de outros organismos parasitos, que utilizam os recursos 
moleculares da célula hospedeira para sua proliferação, o P. falciparum reforma amplamente a 
hemácia e exporta proteínas próprias para permitir a realização de vários processos celulares. O 
exportoma é um subproteoma chave para o parasito, já que permite a captação de nutrientes, a 
sinalização extracelular, a modulação do sistema imune, a citoaderência e fuga da destruição pelo 
baço. Apesar do claro envolvimento do exportoma nessas funções, ainda não é claro quem são as 
proteínas envolvidas nesses processos, onde elas se localizam e como elas interagem entre si. Além 
disso, ainda não são conhecidos todos os mecanismos de exportação de proteínas para a célula 
hospedeira (BODDEY; COWMAN, 2013b; SPILLMAN; BECK; GOLDBERG, 2015b).   
Apesar do conhecimento de algumas proteínas exportadas essenciais, ainda não se tem um 
conhecimento amplo de toda a complexidade do exportoma de P. falciparum. Uma compreensão 
aprofundada requer o uso de técnicas proteômicas complementares, por isso, nesse trabalho, 
buscou-se otimizar duas técnicas para enriquecimento de proteínas exportadas. A primeira, lise 
com estreptolisina O, pode se usada para fracionar as proteínas de membrana e as associadas. Já a 
segunda técnica, marcação com APEX2, pode contribuir no estudo de proteínas de superfície. Além 
dessas otimizações, as parceiras da PfPDI-8, uma proteína supostamente exportada, foram 





4.1 Análise do exportoma por lise seletiva com estreptolisina O 
 
4.1.1 Cultura in vitro de Plasmodium falciparum  
A cultura de P. falciparum foi mantida segundo o método descrito por Trager e Jensen 
(1976). Os isolados de P. falciparum foram cultivados em eritrócitos humanos do tipo A+ em meio 
RPMI-1640 suplementado com 25 mM de HEPES, 9% de soro humano e 0,1 g/mL de hipoxantina. 
Os frascos foram acondicionados em estufa a 37ºC gaseificada com CO2. A cultura foi mantida a 
2% de hematócrito e 1% de parasitemia. A parasitemia foi monitorada mediante microscopia de 
esfregaços corados com o kit InstProv (New Prov., Brasil) e o hematócrito via contagem na câmara 
Malassez.  O uso de eritrócitos e soro de doadores humanos para a cultura parasitária foi aprovado 
pelo Comitê de Ética da Fundação Hemocentro de Brasília. 
 
4.1.2 Sincronização com sorbitol e enriquecimento de formas velhas com percoll 
Para sincronização, a cultura foi centrifugada a 800 xg por 5 min a 27°C e ressuspendida 
com 10 vezes do volume do pellet com sorbitol 5%. Após 10 minutos de incubação, as células 
foram lavadas com RPMI sem soro e voltadas para a cultura. Para o enriquecimento de formas 
velhas, a cultura foi centrifugada a 400 xg por 5 min a 27°C e ressuspendidas com RPMI sem soro 
para formar um hematócrito de 40%. Aproximadamente 4 mL da cultura preparada foi colocada 
cuidadosamente acima de 10 mL da solução isotônica de Percoll 63% (10 ml de PBS 10x estéril 
adicionados a 90 ml de Percoll plus (GE Healthcare) e a 42,8 ml de RPMI sem sóro, estocados a 
4ºC).  Os tubos falcon de 10 mL foram centrifugados a 1.300 xg, por 11 min a 27°C, sem 
desaceleração. Ao término foi retirada a camada escura (de formas velhas) que se formou na 
interface entre a camada de Percoll e de meio RPMI (MOLL et al., 2008) e a parasitemia final foi 
de 40%. 
 
4.1.3 Lise seletiva por estreptolisina O  
O frasco de SLO de Streptococcus pyogenes (Sigma SAE0089-100KU) foi ressuspendido 
com 500 µL de PBS suplementado com 10 mM de DTT (ditiotreitol), para obter-se uma 
concentração de 200 U/µL. Foram preparadas alíquotas de 20 µL (com a concentração de 200 
U/µL) e congeladas a -80°C. Para o enriquecimento,  3 x107 células foram ressuspendidas em 100 
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µL de PBS (phosphate buffer saline, Tampão Fosfato 50 mM, NaCl 0,15 M, pH 7,2), 12 µL de 
inibidores de protease (10x) (MS-SAFE, Sigma Albrich) e 8 µL (1.600 U) de SLO. Após 4 minutos 
de incubação a 37 °C, a mistura foi centrifugada a 400 xg por 5 min a 4°C para a retirada da fração 
parasitária (SIAU et al., 2016). O sedimento de parasitos extraídos da hemácia foi lavado 3 vezes 
com PBS e congelado a -80°C. Ao mesmo tempo, o sobrenadante foi centrifugado a 1.000 xg por 
5 min a 4°C para retirada de merozoítos que tenham sido liberados durante a lise. Para separar a 
fração membranar da fração citoplasmática, o sobrenadante foi centrifugado a 20.000 xg, por 30 
minutos a 4°C. O sobrenadante foi congelado a -80°C e o pellet branco foi lavado duas vezes com 
PBS antes do congelamento. O desenho experimental está resumido na Figura 4. 
 
4.1.4 Extração e digestão das proteínas 
O sedimento da fração parasitária foi ressuspendido com 100 µL de água Milli-Q e lisado 
com ciclos de congelamento e descongelamento. Para a desnaturação das proteínas, foram 
incluídos 200 µL de solução para uma concentração final de 4 M de guanidina, 10 mM de DTT, 
0,25M de Tris, pH 8,5. O sobrenadante (fração citoplasmática), que possuía o volume de 
aproximadamente 100 µL foi adicionada a 200 µL de solução para uma concentração final de 4 M 
de guanidina, 10 mM de DTT, 0,25 M de Tris, pH 8,5. O sedimento da fração membranar foi 
ressuspendido com 100 µL da solução de 6 M de guanidina, 10 mM de DTT, 0,25M de Tris, pH 
8,5. As amostras foram mantidas sob incubação por 1 hora a 56°C para desnaturação das proteínas 
e redução das pontes dissulfeto. Para alquilação das pontes disulfeto, foi adicionada iodoacetamida 
para formação de uma concentração final de 50 mM de iodoacetamida, as frações foram incubadas 
por 45 minutos a 25°C. Antes da digestão, as frações foram diluídas quatro vezes com uma solução 
de 100 mM de Bicarbonato de amônia. As proteínas foram quantificadas por detecção de 
fluorescência pelo Qubit™ (Invitrogen). Primeiramente, preparou-se o reagente fluorescente a 
partir da junção de soluções de fluoróforo e tampão na proporção de 1:200. Em seguida, alíquotas 
de 5 µl de amostra diluídas foram adicionadas ao reagente para atingir volume final de 200 µl. As 
misturas foram incubadas por 15 min e analisadas no equipamento portátil Qubit™. Para a 
digestão, foi adicionada 1µg de tripsina modificada (Promega) para 50 µg de proteínas na amostra. 
As amostras foram digeridas a 37°C por 20 horas sob agitação. Após a digestão, as amostras foram 
centrifugadas a 14000 G, por 10 min a 4°C para remoção do sedimento insolúvel.  
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4.1.5 Dessalinização dos peptídeos 
Os peptídeos trípticos foram dessalinizados em microcolunas de fase reversa construídas 
em ponteiras P200 a partir de discos de C18 Empore™ SPE (Sigma-Aldrich, USA). As 
microcolunas foram lavadas com 150 µL de acetonitrila 100% por meio de centrifugação a 1000 
xg por 3 min. Para equilibrar a microcoluna, foram realizadas 3 etapas de centrifugação com 150 
µL de Ácido Trifluoroacético (TFA) 0,1%. As amostras foram passadas pela coluna em uma 
centrifugação de 700 xg por 3 min e foram dessalinizadas duas vezes com 150 µL de TFA 0.1% a 
2000 xg por 3 min. Os peptídeos foram eluídos com 20 µL de concentrações crescentes de 
acetonitrila (25%, 50% e 100%) em TFA 0,1% por centrifugações lentas (300 xg por 3 min). As 
frações eluídas (60 µL total) foram coletadas com tubos Eppendorf LoBind. Os peptídeos foram 
quantificados, liofilizados em concentrador rotatório SpeedVac™ SC100 (Savant™) e 
ressuspendidos em TFA 0.1% para uma concentração de 0,5 µg/µL. 
 
4.1.6 Análise por Espectrometria de Massas 
As amostras foram analisadas por um sistema Nano-UHPLC Dionex Ultimate 3000 
(Thermo Fisher Scientific) acoplado a um espectrômetro de massas LTQ-Orbitrap Elite (Thermo 
Fisher Scientific). Foram injetados 1 µg de peptídeos. Os peptídeos foram fracionados em coluna 
preenchida com resina Reprosil-Pur 120 C18-AQ de 1,8 μm (75 μm de diâmetro interno x 35 cm 
de comprimento) com fluxo de 230 nL.min-1 por 200 minuntos. O gradiente de eluição foi 
composto de 100% de fase A (ácido fórmico 0,1%) a 35% de fase B (ACN 95% v/v, ácido fórmico 
0,1 % v/v) por 180 min e 35% a 90% de fase B durante 20 min. A coluna foi reequilibrada com 






Figura 4: Esquema ilustrativo do desenho experimental da fragmentação do proteôma de P. falciparum após tratamento por estreptolisina 
O. Após enriquecimento de formas velhas com Percoll 63%, 3 x107 células foram ressuspendidas em 100 µL de PBS,  inibidores de protease e 8µL 
(1.600 U) de estreptolisina O (200 U/µL). Após 4 minutos de incubação a 37°C, a mistura foi centrifugada a 400 xg por 5 min a 4°C para a retirada 
da fração parasitária (P1). O pellet de parasitos foi lavado 3x com PBS (phosphate buffer saline) e congelado a -80°C. O sobrenadante foi centrifugado 
a 1.000 xg por 5 min a 4°C e depois a 20.000 xg, por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi congelado a -80°C e o pellet de membranas e estruturas 
associadas foi lavado 3x com PBS antes da estocagem a -80°C.  
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Após a separação por cromatografia, os peptídeos ionizados por electrospray (voltagem 
de 3.02 kV) foram analisados por MS e MS/MS no Orbitrap Elite (Thermo Scientific). Os espectros 
de massas foram adquiridos em modo positivo com aquisição de espectros de MS/MS dependente 
de dados (do inglês, Data Dependent Acquisition – DDA) usando o programa Xcalibur 2.2. Em 
MS1 foram obtidos espectros em alta resolução (120.000 FWHM) entre 300 – 1.650 m/z. Cada 
varredura foi seguida por MS2 dos 15 íons mais intensos de carga > 2 em alta resolução (150.000 
FWHM) pelo método de dissociação induzida por colisão de alta energia (HCD). As sequências de 
íons selecionadas na faixa de erro de 10ppm foram excluídas dinamicamente por 90 segundos e a 
janela de isolamento definida em precursores ≥ 2 m/z, energia de colisão normalizada a 35% e sinal 
mínimo de 3.000. 
 
4.1.7 Análise de dados 
Os arquivos “.raw” gerados pelo equipamento foram submetidos a análise de dados nos 
programas PEAKS Studios 7.0 contra o banco de dados de P. falciparum isolado 3D7 (PlasmoDB, 
data de acesso: 23 de fevereiro de 2019) e contra o banco de dados de eritrócitos humano 
compilando na busca de proteinas “Homo sapiens erythrocyte” e “Homo sapiens red blood cell”. 
Os parâmetros de busca utilizados foram: digestão com tripsina modificada; tipo de fragmentação 
CID; correção do precursor apenas para massa; qualidade dos filtros de scan maior que 0,65; erro 
de massa para os fragmentos de 0,5 Da; tolerância para o erro de massa do precursor monoisotópico 
de 10 ppm; acetilação do N-terminal da proteína e oxidação da metionina como modificações 
variáveis; máximo de duas clivagens perdidas por peptídeo; uma clivagem não específica em um 
terminal do peptídeo e carbamidometilação dos resíduos de cisteína (alquilação com 
iodoacetamida) como modificação fixa. Foi habilitado o filtro FDR (False Discovery Rate, em 
inglês) menor que 1% e só foram consideradas proteínas com ao menos um peptídeo único. 
 
4.1.8 Validação da presença da PfPDI-8 nas frações por Western Blotting 
As amostras foram obtidas conforme descrito na sessão 4.1.3. Os sedimentos de 
membrana e parasito foram lisados com 4 vezes do volume com tampão RIPA 1x (Tris-HCl 50 
mM, pH 7, NaCl 150 mM, 0,1% m/v de SDS, 0,5% m/v de deoxicolato de sódio, 1% de Triton-X-
100, cocktail de inibidor de proteases). A amostra de exportoma citoplasmático foi diluída duas 
vezes com tampão RIPA 2X. Os três lisados foram deixadas sob incubação por 30 minutos no gelo, 
misturadas ao tampão Laemmli 1x (2% de SDS, 10% de glicerol, 5% de 2-mercaptoetanol, 0,002% 
de azul de bromofenol, 125 mM de Tris-HCl, pH 6.8,) e fervidos por 5 minutos (LAEMMLI, 1970).  
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 A eletroforese foi realizada em sistema MiniProtean®3 Cell (BioRad), à temperatura 
ambiente, com amperagem de 20 mA e tampão de corrida (25 mM Tris HCl, pH 8,8, 250 mM 
glicina e SDS 0,1% m/v). Após separação por SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas para 
uma membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran® Supported 0.45 µM, GE Healthcare). A 
membrana foi submersa em tampão de transferência, que continha Tris-HCl 25 mM pH 8.3, glicina 
192 mM, SDS 0,1% (m/v) e metanol 20% (v/v), por 10 min antes do início da transferência. Para 
transferência, utilizou-se o sistema resfriado de wet blotting (Bio-Rad) e uma corrente de 100 V 
por 1 h. Após a transferência, as bandas foram visualizadas com solução de Ponceau (Ponceau S 
0,2% p/v em ácido acético 1% v/v). A membrana foi bloqueada em solução TBST Tris buffered 
saline (TBST, Tris 50 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM e 0,1% de Tween 20) contendo 5% (m/v) de 
leite desnatado por 1 h. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo primário Anti-PDI 
na diluição 1:250 em TBST e 1% (m/v) de leite desnatado por 1h30min em temperatura ambiente. 
Após três lavagens com TBST, a membrana foi mantida sob agitação no anticorpo secundário Anti-
IgG (1:30.000) de soro de coelho acoplado a fosfatase alcalina por 1h30min. Por fim, a membrana 
foi lavada sete vezes com TBST e as bandas de proteínas imunorreativas foram marcadas com 
substrato NBT/BCIP (SigmaFastTM) dissolvido em 10 mL de água Milli-Q. 
 
4.2 Identificação de proteínas ligadas à PDI-8 (Protein Disulfide Isomerase 8) por 
BN-PAGE 
 
4.2.1 Extração de parasitos por lise diferencial com saponina 
A cultura de P. falciparum 3D7 foi mantida e sincronizada com sorbitol conforme descrito 
nos tópicos 4.1.1 e 4.1.2. Aproximadamente 600 mL de cultura com 2% de hematócrito e 5% de 
formas velhas (trofozoítos e esquizontes) foi lavada com PBS. Os parasitos foram extraídos da 
célula hospedeira por incubação em 10 volumes de 0,3% de saponina em PBS por 5 minutos no 
gelo. O pellet parasitário foi obtido por centrifugação a 10000 xg por 10 min a 4°C. Foram 
realizadas duas lavagens com PBS e uma lavagem final com PBS suplementado com cocktail de 
inibidor de proteases (MS-SAFE, Sigma Albrich). A quantidade de parasitos obtidos ao término 
foi 1x108 parasitos (MOLL et al., 2013).  
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4.2.2 Extração dos complexos proteicos e análise por BN-PAGE 
O gel do tipo BN-PAGE foi utilizado para o estudo de complexos proteicos solúveis de 
estágios tardios de P. falciparum. Para extração dos complexos proteicos, o sedimento contendo 1 
x 108 parasitos foi lisado com 200 µL de solução de lise não desnaturante, composta por Bis-tris-
HCl 20 mM pH 7,5, ácido aminocapróico 500 mM, NaCl 20 mM, EDTA 2 mM, glicerol 10% e 
Triton x-100 0,1%. O sedimento foi ressuspendido lentamente, incubado por 30 minutos no gelo e 
o material insolúvel foi separado por centrifugação a 14.000 rpm por 15 min a 4°C. Foram 
pipetados 20 µL de amostra nos poços do gel (SCHÄGGER; VON JAGOW, 1991). 
O BN-PAGE foi confeccionado com gradiente de 5 a 18% de acrilamida em tampão-base 
composto por 50 mM de Bis-Tris-HCL pH 7 e 500 mM de ácido aminocapróico. Para 
polimerização do gel foram adicionados 0,1% de TEMED e 1% de persulfato de amônio.  O tampão 
catódico foi preparado com Tricina 50 mM; Bis-tris 15 mM/HCl, pH 7 e Commassie blue G-250 
0,02%. O tampão anódico continha Bis-tris/HCl 50 mM; pH 7. A eletroforese foi realizada com 
uma corrente constante de 25 mA, à temperatura ambiente por 1 hora (SCHÄGGER; VON 
JAGOW, 1991).  
 
4.2.3 BN-BLOT  
Após a retirada do aparato de eletroforese, o gel foi incubado por 10 minutos no tampão 
de transferência contendo 25 mM Tris; 192 mM glicina, 20% metanol e 0,1% SDS. A membrana 
de PVDF (SigmaTM, Immobilon®-P, 0,45 µm) foi incubada em metanol por 10 minutos para 
ativação.  Os complexos proteicos do gel nativo foram transferidos para a membrana durante uma 
hora em voltagem constante de 100 V. A membrana foi lavada três vezes com uma solução 
contendo 90% metanol e 10% ácido acético para remoção do background de Comassie. A 
revelação do complexo antígeno-anticorpo foi realizada conforme descrito no tópico 4.1.8.  
 
4.2.4 Digestão das proteínas em gel 
As duas bandas marcadas na membrana foram cortadas do BN-PAGE e descoradas com 
acetonitrila (ACN). Cada banda foi lavada com 50 μL de acetonitrila e secada no SpeedVac™ 
SC100 (Savant™). As fatias de gel foram incubadas em tampão de redução contendo 100 mM de 
NH4HCO3 e DTT 10 mM por 1 h a 56 °C. As pontes dissulfeto reduzidas foram alquiladas por 
incubação em solução contendo 100 mM de NH4HCO3 e 55 mM de iodoacetamida por 45 min a 
25°C. As fatias foram lavadas duas vezes com 100 mM de NH4HCO3 e duas vezes com acetonitrila 
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e, em seguida, secadas no SpeedVac™ SC100 (Savant™). As bandas foram reidratadas com o 
tampão de digestão composto de 50 mM de NH4HCO3, 5 mM de CaCl2, 12,5 ng/μL de tripsina de 
grau de sequenciamento (Promega) e incubados a 37°C por 18 h. Os peptídeos trípticos foram 
extraídos por meio da adição de 20 μL de solução 0,1% TFA e sonicação por 10 minutos, seguida 
de duas adições sucessiva de 20 μL de solução 0,1% TFA com concentrações crescentes de 
acetonitrila: 50% e 80% e sonicação, para solubilização dos peptídeos mais hidrofóbicos.  Os 
digestos foram dessalinizados e os peptídeos foram solubilizados em TFA 0.1% para uma 
concentração de 0,5 µg/µL, conforme explicado no tópico 4.1.5. 
 
4.2.5 Aquisição dos espectros e análise dos dados 
Os peptídeos foram fragmentados por cromatografia líquida de alta resolução no sistema 
de cromatografia líquida UltiMate® 3000 Nano LC (Dionex) em coluna do tipo C18. A separação 
cromatográfica foi realizada usando eluição com 98% de fase A (ácido fórmico 0,1%) e 2% do 
solvente B (ACN 95% v/v, ácido fórmico 0,1 % v/v) durante 10 minutos, seguido de 25 minutos 
de um gradiente crescente de B 10-35% e de 10 minutos de B 90%. Os peptídeos foram eluídos da 
coluna analítica dentro do espectrômetro com ajuda de uma sonda nanospray. O LTQ Orbitrap 
Elite operou no modo Aquisição Dependente de Dados por meio do uso do programa Xcalibur 2.2 
(Thermo Scientific). As configurações utilizadas para aquisições dos espectros foram descritas no 
tópico 4.1.6. 
 
4.3 Obtenção da APEX2 recombinante e otimização da marcação de proteínas de 
superfície por biotinilação  
 
4.3.1 Expressão da APEX2 recombinante 
O gene da APEX2 foi sintetizado e clonado no vetor de expressão pET-100/D-TOPO 
(Novagen) pela empresa ThermoFisher, regulada pelo promotor T7 para expressão em Escherichia 
coli, a sequência da proteína está contida no Anexo 1 e o vetor está ilustrado na Figura 5. As 
bactérias competentes foram incubadas com 5 ng do plasmídeo por 30 min no gelo. Após esse 
período, foram submetidas a um choque térmico a 42 °C por 45 segundos e incubação no gelo por 
30 min. A cultura foi deixada para crescer em 800 μL de meio SOC a 37 °C por 1 h sob agitação 
de 200 rpm. Em meio LB ágar contendo 100 μg/mL de ampicilina, 60 μL da cultura foram 
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plaqueados. As placas foram incubadas por 16 horas na estufa a 37°C para o crescimento das 
colônias isoladas.   
Uma colônia foi crescida em um pré-inóculo contendo 5 mL de meio LB e ampicilina (na 
concentração 100 μg/mL) a 37 °C sob agitação constante de 200 rpm por 18 h. Após transcorrido 
esse período, 4 mL do pré-inóculo foram transferidos para 400 mL de LB suplementado também 
com ampicilina. O inóculo cresceu a 37 °C, sob agitação de 200 rpm, até atingir OD600 de 0,4 a 
0,5 (Leitora de microplacas Spectra-Max M5, Molecular Devices).  
 
Figura 5: Vetor de expressão pET100/D-TOPO. Fonte: ThermoFisher Scientific. 
 
A expressão das proteínas recombinantes foi induzida pela adição de duas concentrações 
de IPTG (isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside): 1 mM e 0,5 mM.  A cultura induzida com 1 
mM de IPTG foi mantida sob crescimento por 3 horas a 37 °C sob agitação de 200 rpm, já a com 
0,5 mM de IPTG foi incubada por 18 horas a temperatura ambiente e sob agitação de 200 rpm. As 
culturas foram centrifugadas em centrífuga CF16RXII (Hitachi) a 2.000 xg por 20 min a 4 °C. Os 
sobrenadantes foram descartados e as bactérias sedimentadas foram lisadas em reagente 
BugBuster® (Novagen) na proporção de 5 mL para cada uma grama de sedimento de bactérias. A 
mistura foi deixada sob agitação leve por 7 minutos em temperatura ambiente. O lisado foi 
centrifugado a 14.000 rpm por 15 min a 4 °C para separação das frações solúvel e insolúvel.  
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4.3.2 Western Blotting das frações bacterianas 
As frações solúvel e insolúvel foram fervidas por 5 minutos em tampão Laemmli para 
desnaturação das proteínas.  Do lisado obtido, 10 µL foram aplicados no gel de 12% de acrilamida 
para a eletroforese do tipo SDS-PAGE.  
Para verificar a expressão da APEX recombinante, as proteínas do gel foram transferidas 
para uma membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran®, 0.45, GE Healthcare) conforme o 
protocolo da sessão 4.1.8. A membrana foi incubada com o anticorpo primário Anti-His diluído 
1:2000 em TBST e 1% (m/v) de leite desnatado por 1h30min em temperatura ambiente. Após três 
lavagens com TBST, a membrana foi incubada com o anticorpo secundário Anti-IgG de 
camundongo acoplado a peroxidase HRP (horseradish peroxidase) diluído 1:30.000 por 1,5 h. Por 
fim, a membrana foi lavada sete vezes com TBST e o complexo proteína-anticorpo foi visualizado 
pela adição do substrato quimioluminescente (ECL TM Prime Western blotting detection reagente, 
GE Healthcare) no equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). 
 
4.3.3 Purificação da APEX2 por cromatográfica de afinidade 
Após a confirmação da expressão da APEX recombinante nas frações solúveis via 
Western blotting. O lisado bacteriano foi submetido a purificação por cromatografia de afinidade 
em resina His-Bind (Sigma) carregada com níquel. Antes da passagem do lisado, 500 µL da resina 
foram depositados na coluna e o conteúdo foi equilibrado com o tampão-base (Tris-HCl 50 mM 
pH 8 e NaCl 500 mM). O extrato foi passado na velocidade de 0,6 mL/min. A coluna foi lavada 
com 30 volumes de tampão-base com 5 mM de Imidazol e quatro volumes com 20 mM. As eluições 
foram realizadas com quatro columes de coluna das concentrações de 50 mM, 100 mM e 200 mM. 
As frações obtidas da purificação foram analisadas por SDS-PAGE 12% e western blotting. As 
frações eluídas com 100 mM foram dialisadas com a membrana (Dialysis Tubing D-9402, Sigma 
Albrich) em PBS por 18 horas e quantificadas no aparelho Qubit 2.  
 
4.3.4 Teste da marcação por biotinilação mediada pela APEX2 recombinante  
Para testar se a APEX2 recombinante produzida estava ativa, foi conduzido um teste de 
biotinilação. Na condição-teste 50 μg de APEX2 foram colocados para reagir com 500 μM de 
Biotina-Fenol (BF) e 10 mM de peróxido de hidrogênio em PBS em um volume final de 2 mL. As 
amostras controles continham: APEX2/BF e APEX2/H2O2. Após 10 minutos de incubação, as 
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amostras foram lisadas com tampão Laemmli, fervidos por 5 minutos e submetidas a eletroforese 
do tipo SDS-PAGE. 
Para o ensaio de Western blotting, as proteínas do gel foram transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran® Supported 0.45, GE Healthcare). Após o 
bloqueio, a membrana foi incubada com o Streptavidina-HRP (diluição de1:10000 em TBST, com 
1% (m/v) de leite desnatado) por 1h30 em temperatura ambiente. A membrana foi lavada sete vezes 
com TBST e as proteínas biotiniladas foram reveladas pela adição do substrato quimioluminescente 
(ECL TM Prime Western blotting detection reagente, GE Healthcare) no equipamento ImageQuant 
LAS 4000 (GE Healthcare). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
5.1 Subfragmentação por lise seletiva com estreptolisina O 
 
5.1.1 Análise global das proteínas plasmodiais e humanas identificadas 
 
A principal técnica utilizada para enriquecer o conteúdo associado a membrana da 
hemácia é a lise osmótica com tampões pouco concentrados. No entanto, o uso de uma solução 
hipotônica pode causar também a lise do parasito ou da membrana do vacúolo parasitóforo 
(VINCENSINI et al., 2005). Em estudos proteômicos que utilizaram esse método, foram 
identificadas também proteínas da membrana do vacúolo parasitóforo. No presente estudo, a SLO 
foi utilizada para formar poros especificamente na membrana dos eritrócitos. A SLO já foi utilizada 
para analisar o exportoma (SIAU et al., 2016), no entanto, até o momento, nenhum estudo tentou 
separar por centrifugação o lisado membranar do conteúdo solúvel do citoplasma. Após a 
centrifugação, não somente a membrana lisada, mas também as estruturas vesiculares associadas, 
como Maurer Clafts (MC’s) e J-dots, podem se inserir no sedimento, assim como as proteínas que 
não tem domínio transmembrânico, mas que indiretamente se associam a membrana, as proteínas 
periféricas (VIVANCOS et al., 2007). Portanto, após a lise e a centrifugação, são separadas 3 
frações: membranar (FM), citoplasmática (FC) e parasitária (FP), que foram analisadas por 
microscopia óptica. Observa-se, na Figura 6, que na fração membranar pode-se observar as 










 As frações foram submetidas a LC-MS/MS. Os espectros, obtidos a partir dos digestos 
trípticos, foram analisados pelo software PEAKS Studios 7.0 e foram comparados com o banco de 
dados de P. falciparum isolado 3D7 (Plasmodb) para identificação das proteínas parasitárias e com 
o banco de eritrócitos de Homo sapiens (UniProt), que era composto pela união das sequências 
fornecidos pelas buscas das palavras-chaves erythrocyte e red blood cells (no total, o banco 
formado continha 483 proteínas). De P. falciparum, foram identificadas 108 proteínas na fração 
membranar (FM), 21 na fração citoplasmática (FC) e 578 na fração parasitária (FP). Na análise 
contra o banco de Homo sapiens foram identificadas 108 proteínas na fração membranar, 68 na 
fração citoplasmática e 60 na fração parasitária. As proteínas humanas identificadas nas frações 
FP, FC e FM estão listadas, respectivamente, nos Anexos 2, 3 e 4, assim como as de P. falciparum 
na fração parasitária estão contidas no Anexo 5. O número de proteínas humanas identificadas em 
comum nas frações está representado no diagrama de Venn da Figura 7. Como esperado, foram 
detectadas mais proteínas de P. falciparum na fração parasitária. No entanto na fração membranar 
eritrocitária, foram identificadas o mesmo número de proteínas de 108 para ambos P. falciparum 
e Homo sapiens. Foram identificadas menos proteínas tanto de Homo sapiens quanto de P. 
falciparum na FC, isso pode ter ocorrido devido a grande quantidade de hemoglobina nessa 
amostra, já que o excesso de peptídeos de uma proteína pode suprimir o sinal de outros peptídeos. 
Alguns estudos realizaram fragmentação por SDS-PAGE para reduzir a complexidade e o conteúdo 
de hemoglobina das frações (SIAU et al., 2016; BARK et al., 2018) 
Bryk e Wisńiewski, em 2017, realizaram um estudo que identificou quantitativamente as 
proteínas das hemácias fantasmas (ghosts) e observaram que foram enriquecidas 10 proteínas por 
meio do fracionamento por lise hipotônica. Todas essas proteínas foram também identificadas na 
fração membranar no nosso estudo, que são: espectrina alpha e beta, banda 3, anirina, banda 4.1, 
banda 4.2, Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4, 55 kDa erythrocyte membrane 
protein, Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 1 e Ammonium transporter 





Figura 7: Diagrama de Venn das proteínas de Homo sapiens identificadas nas frações FC (Fração 
Citoplasmática), FM (Fração Membranar) e FP (Fração parasitária). 
 
As anotações funcionais a partir de termos GO para composição celular foram buscadas 
pelo software Blast2Go e estão representadas nas Figuras 8, 9 e 10. O Blast2Go realiza uma busca 
para identificar similaridades no genoma e proteoma em diferentes espécies a fim de inferir o local 
e a função das proteínas, ou seja, esse programa realiza uma pesquisa online por sequências 
similares por alinhamento (blast), busca assinaturas proteicas comuns e classifica as proteínas por 
meio da utilização de um sistema de ontologia (ASHBURNER et al., 2011; ZDOBNOV; 
APWEILER, 2001). As análises demonstraram que a maioria das proteínas de P. falciparum 
identificadas na fração membranar, estão alocadas no núcleo (30%) e na membrana (27%). 
Ademais, 14% das proteínas foram anotadas como proteínas exportadas. As frações citoplasmática 
e parasitária demonstraram maior variedade de localizações anotadas. Proteínas de organelas do 
parasito foram identificadas apenas na FP, por exemplo apicoplasto, vacúolo digestivo, complexo 




Figura 8: Gráfico representativo das anotações GO quanto a localização celular das 578 proteínas de 
Plasmodium falciparum identificadas na fração enriquecida em parasitos (FP) (software Blast2go). 
 
 
Figura 1: Gráfico representativo das anotações GO quanto a localização celular das 108 proteínas de 





Figura 2: Gráfico representativo das anotações GO quanto a localização celular das 21 proteínas de 
Plasmodium falciparum identificadas na fração enriquecida em conteúdo citoplasmático das hemácias 
(FC) (software Blast2go). 
 
5.1.2 As proteínas de Plasmodium falciparum identificadas nas 3 frações, 
citoplasmática, de membrana eritrocitária e do parasito 
A Figura 11 ilustra o grau de similaridade do perfil proteico de P. falciparum entre as três 
frações. As proteínas sintetizadas são exportadas até a membrana eritrocitária por vesículas, 
percorrem o vacúolo parasitóforo, trafegam pelo citoplasma da hemácia e são depositadas na 
membrana ou nas estruturas periféricas (SPILLMAN; BECK; GOLDBERG, 2015a). É esperado 
que as proteínas do exportoma se encontrem nas três frações, no entanto, a redução da 
complexidade da FM aliada a redução do conteúdo de hemoglobina pode contribuir na 




Figura 11: Diagrama de Venn das proteínas de Plasmodium falciparum identificadas nas frações FC 
(Fração Citoplasmática), FM (Fração Membranar) e FP (Fração Parasitária). 
 
5.1.3 As proteínas de Plasmodium falciparum identificadas na fração membranar 
eritrocitária e na fração citoplasmática 
Algumas das proteínas identificadas apenas na FM, são componentes conhecidos do 
exportoma, como ETRAMP (Early transcribed membrane protein 14.1), Erythrocyte binding 
antigen-181 (EBA-181), MESA, CLAG 3.1, EMP3 e PHISTa (WARNCKE; VAKONAKIS; 
BECK, 2016). Além disso, 10 dentre as 18 proteínas contém domínio transmembrânico ou sinal de 
exportação PEXEL (Tabela 1). 
 
Tabela 1: As 18 proteínas identificadas apenas na fração membranar 
Plasmo ID Descrição Domínio 
TM 
PEXEL 
PF3D7_0102500 Erythrocyte binding antigen-181 S  
PF3D7_0202000 Knob-associated histidine-rich protein  S 
PF3D7_0402000 Plasmodium exported protein (PHISTa) S S 
PF3D7_0927400 conserved Plasmodium protein, unknown function   
PF3D7_1361200 conserved Plasmodium protein, unknown function   
PF3D7_0500800 Mature parasite-infected erythrocyte surface 
antigen 
 S 
PF3D7_1401400 Early transcribed membrane protein 14.1         S  
PF3D7_1211800 polyubiquitin   
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PF3D7_0512600 Ras-related protein Rab-1B   
PF3D7_0601900 conserved Plasmodium protein, unknown function S  
PF3D7_0501600 rhoptry-associated protein 2   
PF3D7_0302500 cytoadherence linked asexual protein 3.1   
PF3D7_0201900 erythrocyte membrane protein 3 S S 
PF3D7_0729900 dynein heavy chain, putative   
PF3D7_0702500 Plasmodium exported protein, unknown function S S 
PF3D7_0711000 AAA family ATPase, CDC48 subfamily S  
PF3D7_0513800 ras-related protein Rab-1A   
PF3D7_1353100 Plasmodium exported protein, unknown function S S 
S = sim 
 
Na Tabela 2, estão listadas as proteínas identificadas na fração enriquecida em conteúdo 
membranar e estruturas associadas. Para comparação, foram selecionados trabalhos que analisaram 
proteínas de superfície, que eriqueceram o conteúdo das estruturas vesiculares (como j-dots e 
Maurer Clafts’s), que realizaram análises de bioinformática para prever proteínas exportadas e que 
revisaram artigos de biologia molecular sobre proteínas do exportoma. 
 
 
Tabela 2 Proteínas plasmodiais da fração membranar que já foram mencionadas em outros 
estudos 
Proteínas em comum PlasmoID Referências 
Proteínas associadas ao DNA e a síntese proteica  
purine nucleoside phosphorylase*    PF3D7_0513300 Vicensini et al., 2005 Bark et al., 2018 
 
histone H2A.Z PF3D7_0320900 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
histone H4 PF3D7_1105000 
Fontaine et al., 2011 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
DNA/RNA-binding protein Alba 1 PF3D7_0814200 
Fontaine et al., 2011 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
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cell division cycle protein 48 homologue, 
putative PF3D7_0619400 
Lanzer et al., 2006 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
elongation factor 1-alpha PF3D7_1357100 Lanzer et al., 2006 Florens et al., 2004 
40S ribosomal protein S11 PF3D7_0516200 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
40S ribosomal protein S3A, putative PF3D7_0322900 
Fontaine et al., 2011 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
60S ribosomal protein L3 PF3D7_1027800 
Fontaine et al., 2011 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
eukaryotic initiation factor 4A PF3D7_1468700 
Fontaine et al., 2011 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
40S ribosomal protein S23, putative PF3D7_0306900 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
60S ribosomal protein L6, putative PF3D7_1338200 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
40S ribosomal protein S7, putative PF3D7_1302800 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
DNA/RNA-binding protein Alba 3 PF3D7_1006200 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
40S ribosomal protein S6 PF3D7_1342000 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
40S ribosomal protein S8e, putative PF3D7_1408600 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
elongation factor 2 PF3D7_1451100 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
60S acidic ribosomal protein P1, putative PF3D7_1103100 Florens et al., 2004 
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60S ribosomal protein L17, putative PF3D7_1351400 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
60S ribosomal protein L10, putative PF3D7_1414300 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
40S ribosomal protein S1 PF3D7_1317800 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
40S ribosomal protein S25 PF3D7_1421200 Florens et al., 2004 
nucleosome assembly protein PF3D7_0919000 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
40S ribosomal protein S15 PF3D7_1358800 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
histone H2B PF3D7_1105100 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
elongation factor 1-alpha PF3D7_1357000 
 
Florens et al., 2004 
Mantel et al., 2013 
Bark et al., 2018 
 
histone H2B variant PF3D7_0714000 
 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
 
40S ribosomal protein S3 PF3D7_1465900 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
40S ribosomal protein S18, putative PF3D7_1126200 Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018   
40S ribosomal protein S19 PF3D7_0422400 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
60S ribosomal protein L27 PF3D7_1460700 Bark et al., 2018 
60S ribosomal protein L2 PF3D7_0516900 Bark et al., 2018 
histone H2A PF3D7_0617800 Bark et al., 2018 
histone H3 PF3D7_0610400 Bark et al., 2018 Mantel et al., 2013 
histone H3 variant PF3D7_0617900 Bark et al., 2018 
Proteínas associadas ao exportoma   
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Plasmodium exported protein (PHISTb), 
unknown function*ª PF3D7_1401600 
Prajapati et al., 2013 
Proellocks et al., 2016 
Sargeant et al., 2006 
Plasmodium exported protein (PHISTa), 
unknown function*ª PF3D7_0402000 
Prajapati et al., 2013 
Proellocks et al., 2016 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Sargeant et al., 2006 
Plasmodium exported protein (PHISTb), 
unknown functionª PF3D7_1201000 
Fontaine et al., 2011 
Prajapati et al., 2013 
Lanzer et al., 2006 
Proellocks et al., 2016 
Zhang et al., 2017 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Sargeant et al., 2006 
Plasmodium exported protein (PHISTc), 
unknown function*ª PF3D7_0801000 
Fontaine et al., 2011 
Prajapati et al., 2013 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Zhang et al., 2017 
Sargeant et al., 2006 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 




Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Prajapati et al., 2013 
Proellocks et al., 2016 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Sargeant et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
gamete antigen 27/25 PF3D7_1302100 Proellocks et al., 2016 
mature parasite-infected erythrocyte surface 
antigen (MESA)ª PF3D7_0500800 
Coppel et al., 1998 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Sargeant et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Plasmodium exported protein, unknown 
functionª PF3D7_1149100 
Florens et al., 2004 
Sargeant et al., 2006 
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Plasmodium exported protein, unknown 
function*ª PF3D7_1353100 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Sargeant et al., 2006 
conserved exported Plasmodium protein, 
unknown function* PF3D7_0601900 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Bark et al., 2018 
Plasmodium exported protein, unknown 
function, unspecified product ª PF3D7_0730800 
Prajapati et al., 2013 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Plasmodium exported protein, unknown 
function*ª PF3D7_0702500 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013  
erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1ª PF3D7_1240900 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Proellocks et al., 2016 
Sargeant et al., 2006 
Bark et al., 2018 
erythrocyte membrane protein 3*ª PF3D7_0201900 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Proellocks et al., 2016 
EMP1-trafficking protein (PTP4)*ª PF3D7_0730900 
Lanzer et al., 2006 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Sargeant et al., 2006 
knob-associated histidine-rich protein 
(KHARP)ª PF3D7_0202000 
Lanzer et al., 2006 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Sargeant et al., 2006 
cytoadherence linked asexual protein 9 
(CLAG 9)* PF3D7_0935800 
Lanzer et al., 2006 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Bark et al., 2018 
cytoadherence linked asexual protein 3.1 
(CLAG 3.1) PF3D7_0302500 
Lanzer et al., 2006 
Mantel at al., 2013 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Bark et al., 2018 
erythrocyte binding antigen-181 (EBA181)* PF3D7_0102500 Lanzer et al., 2006 Mantel et al., 2013 
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reticulocyte binding protein 2 homologue a* PF3D7_1335400 Gulanan, et al., 2013 Sahar et al., 2011 
ring-infected erythrocyte surface antigen 
(RESA) PF3D7_0102200 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Proellocks et al., 2016 
Florens et al., 2004 
Lanzer et al., 2006 
Sargeant et al., 2006 
early transcribed membrane protein 14.1 
(ETRAMP)* PF3D7_1401400 
Lanzer et al., 2006 
Proellocks et al., 2016 
GBP130 protein*ª PF3D7_1016300 
Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Zhang et al., 2017 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Sargeant et al., 2006 
 Chaperonas 
14-3-3 proteinª PF3D7_0818200 
Lanzer et al., 2006 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013 
heat shock protein 40 PF3D7_1437900 
Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
T-complex protein 1 subunit epsilon PF3D7_0320300 Fontaine et al., 2011 Bark et al., 2018 
heat shock protein 90 PF3D7_0708400 
Lanzer et al., 2006 
Mantel at al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
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heat shock protein 70 PF3D7_0818900 
Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
BIP PF3D7_0917900 
Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Zhang et al., 2017 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
protein disulfide isomerase* PF3D7_0827900 
Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Zhang et al., 2017 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013 
endoplasmin, putative PF3D7_1222300 
Lanzer et al., 2006 
Zhang et al., 2017 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013  
 Proteínas do metabolismo 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase PF3D7_1462800 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
phosphoglycerate kinase PF3D7_0922500 
Zhang et al., 2017 
Bark et al., 2018 
Florens et al., 2004 
enolase PF3D7_1015900 
Lanzer et al., 2006 
Bark et al., 2018 
Florens et al., 2004 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013  
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fructose-bisphosphate aldolase PF3D7_1444800 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Bark et al., 2018 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
pyruvate kinase PF3D7_0626800 Lanzer et al., 2006 Bark et al., 2018 
lactate dehydrogenase* PF3D7_1324900 
Lanzer et al., 2006 
Bark et al., 2018 
Florens et al., 2004 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013 
phosphoglycerate mutase, putative 
PF3D7_1120100 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018  
macrophage migration inhibitory factor PF3D7_1229400 Lanzer et al., 2006 Bark et al., 2018 
Proteínas do citoesqueleto 
actin I PF3D7_1246200 
Mantel et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
tubulin beta chain PF3D7_1008700 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
Proteínas da róptria 
rhoptry-associated protein 1 (RAP1) PF3D7_1410400 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
rhoptry-associated protein 2 (RAP2) PF3D7_0501600 
Mantel et al., 2013 
Proellocks et al., 2016 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Proteassoma e turnover de proteínas 
proteasome subunit alpha type-5, putative PF3D7_0727400 Mantel et al., 2013 Bark et al., 2018 
26S protease regulatory subunit 6B, putative PF3D7_0413600 Florens et al., 2004 
26S protease regulatory subunit 6A, putative PF3D7_1130400 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
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26S protease regulatory subunit 6A, putative PF3D7_1130400 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
26S protease regulatory subunit 10B, 
putative PF3D7_1306400 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
26S protease regulatory subunit 8, putative PF3D7_1248900 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
26S protease regulatory subunit 4, putative PF3D7_1008400 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
26S protease regulatory subunit 7, putative PF3D7_1311500 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
polyubiquitin PF3D7_1211800 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
ubiquitin domain-containing protein DSK2 PF3D7_1113400 Florens et al., 2004 
 Produção de ácidos graxos 
phosphoethanolamine N-methyltransferase PF3D7_1343000 
Lanzer et al., 2006 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013 
 Outras classes 
macrophage migration inhibitory factor PF3D7_1229400 Lanzer et al., 2006 Bark et al., 2018 
V-type proton ATPase catalytic subunit A PF3D7_1311900 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
GTP-binding nuclear protein RAN/TC4 PF3D7_1117700 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
conserved Plasmodium protein, unknown 
function PF3D7_1471600 Florens et al., 2004 
T-complex protein 1 subunit alpha PF3D7_1132200 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
ras-related protein Rab-1B PF3D7_0512600 Bark et al., 2018 
AAA family ATPase, CDC48 subfamily* PF3D7_0711000 Bark et al., 2018 
conserved protein, unknown function PF3D7_0813300 Bark et al., 2018 
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* Proteínas com domínio transmembrânico 
ª Proteínas com peptídio sinal PEXEL 
 
Sargeant et al., 2006, estimaram a presença de 428 proteínas no exportoma por análises 
de clustering, que identificaram as principais famílias e os locais conservados do genoma onde 
contém a maioria das sequências para proteínas exportadas. Além disso, os autores realizaram uma 
busca por motivos comuns, como peptídeo sinal PEXEL, regiões transmembrânicas e múltiplas 
alpha hélices. Algumas proteínas preditas por Sargeant e colaboradores, em 2006, foram também 
identificadas na FM, como GBP130, MESA, EMP1, RESA, PTP4 e KAHRP. 
Até o momento, dois estudos estudaram proteínas de superfície enriquecidas de P. 
falciparum e submeteram a amostra a uma análise proteômica por LC-MSMS. O primeiro foi 
realizado por Florens e colaboradores, em 2004, que utilizaram a técnica de marcação química das 
proteínas de superfície com uma biotina acoplada ao grupo N-hidroxisucinimida (NHS) e ao grupo 
maleimido. O segundo artigo foi publicado mais recentemente, em 2017, por Bark e colaboradores 
e utilizou tanto a técnica de shave off quando a marcação por biotinilação com a Biotina -NHS. 
Florens e colaboradores, em 2014, relataram a identificação de 423 proteínas nas amostras 
enriquecidas. Das 423, 69 proteínas foram identificadas em comum com o nosso estudo. Dentre 
essas estão as proteínas preditas para se encontrarem nas róptrias, PF3D7_1410400 (rhoptry 
associated protein 1) e PF3D7_0501600 (rhoptry associated protein 2). Os autores sugeriram que 
a presença dessas proteínas nas amostras enriquecidas se deve a perda de integridade dos 
esquizontes durante o preparo de amostras. No entanto, essas proteínas já foram identificadas em 
outro trabalho que investigou proteínas de microvesículas (MANTEL et al., 2013) e por Bark et 
al. Portanto, essas proteínas podem ter outras funções nas formas velhas de P. falciparum. 
A investigação mais completa das proteínas de superfície foi realizada por Bark e 
colaboradores, em 2018, porque além de utilizarem duas técnicas de enriquecimento realizaram 
também uma abordagem quantitativa por iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute 
Quantitation), para diferenciar as proteínas que foram identificadas em maior concentração nas 
amostras enriquecidas, e fracionaram as proteínas em bandas de gel para reduzir a complexidade 
ornithine aminotransferase PF3D7_0608800 Bark et al., 2018 Mantel et al., 2013 
ras-related protein Rab-1A PF3D7_0513800 Bark et al., 2018 
T-complex protein 1 subunit delt PF3D7_1357800 Bark et al., 2018 
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das amostras e aumentar o número de identificações. Por isso, esse estudo identificou antígenos de 
superfície que são raramente identificados, em estudos proteômicos, devido a baixa abundância e 
sazonalidade na expressão como proteínas das famílias: surfin (PF3D7_0113100, 
PF3D7_0830800), RIFIN (PF3D7_0900700, PF3D7_1372700, PF3D7_0808900, 
PF3D7_0732200, PF3D7_1200200, PF3D7_0600300, PF3D7_1000500) e STEVOR 
(PF3D7_0832600). Ao todo, os autores identificaram 989 proteínas, sendo que 118 delas são 
preditas no exportoma e 82 também foram identificadas no nosso estudo. 
Zhang e colaboradores, em 2017, focaram no estudo do conteúdo proteico dos j-dots e 
observaram que grandes quantidades dessas estruturas vesiculares permaneciam no pellet após lise 
hipotônica e centrifugação de 1.000 a 80.000 xg. Para reduzir a identificação de proteínas 
contaminantes, os autores procederam a um crosslinking seguido de uma imunoprecipitação com 
uma proteína que já foi descrita como componente dos J-dots, a Hsp70x. Esse estudo demonstrou 
também que os j-dots foram incapazes de atravessar os poros de 30 nm, quando utilizadas 
quantidades pequenas de SLO (3 unidades) que não causam a lise da membrana da hemácia. A 
partir da permeabilização com SLO, os autores trataram as células com proteinase K para 
compreender quais proteínas se encontravam dentro dos j-dots. Apesar de que a proteína alvo não 
foi encontrada na fração membranar, algumas das proteínas identificadas como parceiras internos 
da HSP70x por Zhang e colaboradores (2017) foram também identificadas nesse estudo, como 
rhoptry associated protein 1, GBP130, PfPDI-8, HSP70 (PF3D7_0917900) e endoplasmin 
(PF3D7_1222300). No entanto, não há como discriminar se essas proteínas, no nosso estudo, foram 
identificadas dos J-dots ou de outros compartimentos. 
O subproteoma dos Maurer’s Clefts (MC’s) pode ser recuperado por meio de lises 
hipotônicas, já que, principalmente nos estágios tardios, essas organelas permanecem próximas a 
membrana e transferem proteínas para a superfície (BLISNICK et al., 2000). A SLO não é capaz 
de lisar os MC’s (VIVANCOS et al., 2007), portanto, espera-se que a fração enriquecida de 
conteúdo associado a membrana no nosso estudo contenha também componentes dos Maurer Clefts 
(MC’s). Vincensini, et al., em 2005, realizaram uma abordagem proteômica dos MC’s. Dentre as 
78 proteínas identificadas pelos autores, 28 proteínas pertencem a maquinaria de tradução do 
parasito (proteínas ribossomais e fatores de elongação). A partir da nossa estratégia experimental, 
31 das 108 identificadas na fração membranar também pertencem a essa classe. Vicensini e 
colaboradores sugerem que essas proteínas sejam contaminantes, pois são largamente expressas. 
Outros estudos de proteínas de superfície de P. falciparum também identificaram essas classes e 
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estudos sorológicos observaram que os pacientes produzem anticorpos contra fatores de elongação 
(FONTAINE et al., 2010). Portanto, a presença de proteínas de tradução gênica no exportoma de 
P. falciparum ainda requer confirmação. Interessantemente, a proteína phosphoethanolamine-N-
methyl transferase também foi identificada em comum, esse achado reforça a hipótese de que os 
MC’s atuam na biossíntese de fosfolipídeos para a membrana.  
As hemácias infectadas por P. falciparum produzem microvesículas (0.1–1 µm de 
tamanho) que exercem efeitos imunomoduladores e atuam como mensageiros para o controle da 
população de parasitos. Mantel et al., 2013, se dedicaram a caracterização proteica das 
microvesículas. Os autores enriqueceram as microvesículas por centrifugação e filtração do 
sobrenadante e demonstraram que moléculas de DNA são secretadas e estimulam os macrófagos a 
liberar citocinas, que aumentam o sequestro na microvasculatura. Além disso, as vesículas contêm 
microRNA que podem induzir a formação de gametócitos após endocitose por outras hemácias 
parasitadas. Assim como no presente trabalho, Mantel e colaboradores identificaram muitas 
proteínas associadas ao DNA, como histona H3 (PF3D7_0610400), histona H2B 
(PF3D7_1105100), DNA/RNA-binding protein Alba 3 (PF3D7_1006200), dentre outras. Além de 
proteínas associadas ao DNA, Mantel et al., identificaram, em comum com o presente estudo, 
proteínas associadas a membrana dos eritrócitos infectados, tais quais CLAG 9, CLAG 3.1, EBA-
181 (PF3D7_0102500), MESA, EMP1, dentre outras.  
Alampalli e colaboradores, em 2018, enriqueceram as proteínas dos knobs, que são 
protusões de membrana criadas pelo parasito, por meio de lise osmótica, solubilização com Triton-
X-100, fragmentação com gradiente de sacarose e por eletroforese. A partir da análise dos 
peptídeos trípticos extraídos do gel, os autores identificaram as seguintes proteínas de P falciparum 
GBP130, KHARP, MESA, PHISTb (PF3D7_1201000), elongation factor 1-alpha, PHISTb 
(PF3D7_0532400) e RhopH3 (PF3D7_0905400). Com exceção das duas últimas, essas proteínas 
foram também identificadas na FM. Com relação as proteínas de Homo sapiens contidas nos knobs, 
todas as proteínas listadas pelo autor foram também identificadas na FM, que são aniquiririna, 
espectrina, banda 3, dinamina, banda 4.2 e HSP70. Essas observações sugerem que os knobs foram 
enriquecidos no sedimento de membrana.  
Logo no início do estágio de anel se pode observar um aumento da permeabilidade da 
membrana da hemácia a uma gama de nutrientes, como ânions, cátions, açúcares e nucleotídeos. 
O transporte de proteínas para a membrana do eritrócito é essencial para absorção de nutrientes e 
excreção de resíduos tóxicos do metabolismo, como o ácido lático. CLAG (cytoadherence-linked 
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asexual gene) 3.1/3.2 e PSAC (do inglês Plasmodium surface anion channel) são alguns canais 
conhecidos (DESAI; BEZRUKOV; ZIMMERBERG, 2000; SHARMA et al, 2015). Na FM, foram 
identificadas as proteínas CLAG 3.1 e CLAG 9, possivelmente relacionadas com o transporte de 
nutrientes na membrana da hemácia. 
Observa-se que 5 proteínas da família PHIST (Plasmodium helical interspersed sub-
telomeric) foram identificadas na fração membranar (PF3D7_1401600, PF3D7_0402000, 
PF3D7_1201000, PF3D7_0801000, PF3D7_0424600). As funções dessa classe de proteínas foram 
revisadas por Prajapati e Singh, em 2013. Essa família é composta de 72 proteínas em P. falciparum 
e todas contem sinal de exportação PEXEL. As PHIST podem ser divididas em 3 classes a depender 
dos domínios proteicos presentes: a, b e c. As PHIST classe “a” são pequenas e possuem apenas 
um peptídio sinal PEXEL, as do grupo “b” contem um domínio DnaJ, comum em chaperonas, e as 
do grupo c são muito variáveis. As PHISTs parecem estar relacionadas com a modificação da 
rigidez das hemácias, por meio da interação com a banda 4.1, a PHIST mais conhecida que realiza 
essa função é a RESA (PARISH et al., 2013b). As PHISTs também podem se localizar nos MC’s, 
como descrito para a PTP2 (PF3D7_0731100) (MAIER et al., 2008). 
Nota-se que nesse estudo não foram identificados marcadores de vacúolo parasitóforo 
como EXP2 (PF3D7_1471100) e EXP1 (PF3D7_1121600), os quais foram enriquecidos em lise 
osmótica por Vicensini et al., a proteína PTEX150 (PF3D7_1436300) que foi identificada em 
ensaio de biotinilação da superfície por Florens et al., e a HSP101 (PF3D7_1116800) que foi 
enriquecida no estudo de proteínas de membrana por Bark et al. e por Mantel et al. A especificidade 
da lise por SLO pode ter contribuído para uma lise muito reduzida da membrana do vacúolo 
parasitóforo. 
Fontaine e colaboradores, em 2010, realizaram ensaios de eletroforese bidimensional com 
extratos de hemácias parasitadas e submeteram a western blotting com soro de paciente não 
expostos ao P. falciparum e brevemente expostos para identificar os antígenos imunogênicos. 
Interessantemente, as proteínas HSP70 (PF3D7_0818900) e elongation factor 1-alpha 
(PF3D7_1357000) demonstraram imunogenicidade, a primeira é uma chaperona e a segunda está 
envolvida na maquinaria de tradução, degradação de proteínas e transdução de sinal. Essas 
proteínas também foram identificadas na fração membranar (FM) do nosso estudo. 
As proteínas identificadas na fração membranar que não foram descritas em outros estudos 
são: PF3D7_1361200 (conserved Plasmodium protein), PF3D7_1202900 (high mobility group 
protein B1), PF3D7_0520900 (adenosylhomocysteinase), PF3D7_1461300 (40S ribosomal protein 
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S28e), PF3D7_0422700 (eukaryotic initiation factor 4A-III, putative), PF3D7_0527100 (ubiquitin-
conjugating enzyme E2 N, putative), PF3D7_1434500 (dynein-related AAA-type ATPase, 
putative), PF3D7_0729900 (dynein heavy chain, putative), PF3D7_0927400 (conserved 
Plasmodium protein) e PF3D7_1346400 (VPS13 domain-containing protein). As duas proteínas 
da classe das dineínas (PF3D7_0729900 e PF3D7_1434500) são pouco estudadas, porém sabe-se 
que essa classe de proteínas atua na formação de vesículas, portanto elas podem estar envolvidas 
na secreção de proteínas (DAHER et al., 2010).  
As proteínas quinases da família FIKK, que contém o domínio conservado Phe- Ile- Lys- 
Lys., foram identificadas por Bark e colaborados (2018), porém não foram encontradas no nosso 
estudo. De 17 FIKK quinases preditas para serem exportadas, 5 já foram confirmadas no exportoma 
em áreas como, a ME e MC’s (KATS et al., 2014; NUNES et al., 2007). O parasito induz mudanças 
no estado de fosforilação tanto das próprias proteínas quanto das proteínas da célula hospedeira, 
como as do citoesqueleto espectrina, anquirina, actina e banda 4.1 (PANTALEO et al., 2010; 
SOLYAKOV et al., 2011; WU, YANG et al., 2009). A mudança no estado de fosforilação das 
proteínas pode alterar a função e localização das mesmas. Algumas proteínas citoplasmáticas 
podem se alojar na membrana e se tornarem neo-antígenos, ou seja, em soro de pacientes 
infectados, podem ser encontrados auto-anticorpos contra proteínas citoplasmáticas da hemácia 
como HSP70, aducina, espectrina e banda 3 por serem recrutadas para a membrana durante a 
infecção por P. falciparum (BANUMATHY; SINGH; TATU, 2002; BERZINS; WAHLGREN; 
PERLMANN, 1983; WAHLGREN; BERZINS; PERLMANN, 1983). Essas quatro proteínas 
foram identificadas na FM. 
Wu e colaboradores, em 2009, realizaram um enriquecimento do fosfoproteoma, 
fracionaram as amostras por SDS-PAGE e analisaram os peptídeos trípticos por LC-MSMS. Os 
autores diferenciaram as proteínas do parasito das do eritrócito via marcação metabólica e 
observaram a fosforilação de 77 proteínas da hemácia após infecção pelo P. falciparum. Os autores 
identificaram 14 dessas proteínas, dentre elas as seguintes foram também identificadas no nosso 
estudo: espectrina, banda 4.1, aducina, dematina, actina, tropomiosina, HSP70, tropomodulina. 
A proteína 14-3-3 de P. falciparum é um componente conhecido do exportoma, porém 
sua função ainda não foi totalmente compreendida. Lalle e colaboradores, em 2011, demonstraram 
por análises de pull down e coimunoprecipitação a interação entre a 14-3-3 com a dematina, que é 
um componente do citoesqueleto. Também já foi sugerido que essa proteína funcione como uma 
chaperona (SILES-LUCAS; GOTTSTEIN, 2003). Em células de mamífero, essa proteína funciona 
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como um cofator da proteína GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) e regula os processos 
dependentes de fosforilação (TZIVION; AVRUCH, 2002; YUAN; AGARWAL-MAWAL; 
PAUDEL, 2004). A 14-3-3 foi identificada na FM e na FC, o que reforça sua presença no 
exportoma. 
As proteínas componentes do proteassoma e as relacionadas com o metabolismo foram 
amplamente identificadas, como poder ser observado na tabela 2. Apesar de terem sido detectadas 
também em outros estudos, a presença dessas proteínas no exportoma ainda requer confirmação. 
A via glicolítica de P. falciparum ocorre no citoplasma do parasito, por isso alguns autores 
acreditam que a presença dessas proteínas se deva a contaminação devido a lise de alguns parasitos 
durante o preparo de amostra (VINCENSINI et al., 2005). No entanto, tem sido proposto que a 
proteína gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase atua também no transporte de vesículas em 
mamíferos (SIROVER, 1999) e em P. falciparum, de forma dependente de proteínas GTPase Rab 
(DAUBENBERGER et al., 2003). Na fração membranar, foram encontradas também duas 
proteínas no tipo Rab, PF3D7_0512600 e PF3D7_0513800, que podem participar também do 
transporte vesicular. O proteassoma típico de eucariontes (26S), que foi identificado na fração 
membranar, já foi descrito no núcleo e no citoplasma do P falciparum (KRISHNAN; 
WILLIAMSON, 2018) 
As proteínas da fração citoplasmática estão listadas na Tabela 3 e também foram 
averiguadas quanto a identificação nos mesmos estudos. As proteínas que não foram descritas ou 
mencionadas em estudos anteriores são: PF3D7_0309200 (serine/threonine protein kinase, 
putative), PF3D7_0527100 (ubiquitin-conjugating enzyme E2, putative), PF3D7_0322000 
(peptidyl-prolyl cis-trans isomerase), PF3D7_0810000 (acyl-CoA binding protein, putative) e 
PF3D7_0422700 (eukaryotic initiation factor 4A-III, putative). 
 
Tabela 3 Proteínas plasmodiais da fração citoplasmática da hemácia mencionadas em 
outros estudos 
 
Proteínas em comum PlasmoID Referências 
BIP PF3D7_0917900 
Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Zhang et al., 2017 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
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fructose-bisphosphate aldolase PF3D7_1444800 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013 
L-lactate dehydrogenase* PF3D7_1324900 
Lanzer et al., 2006 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013 
antigen 332, DBL-like protein PF3D7_1149000 
Lanzer et al., 2006 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
GTP-binding nuclear protein RAN/TC4 PF3D7_1117700 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
14-3-3 protein PF3D7_0818200 
Lanzer et al., 2006 
Florens et al, 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
Mantel et al., 2013 
phosphoglycerate kinase PF3D7_0922500 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase PF3D7_1462800 
Lanzer et al., 2006 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
GBP130 protein *ª PF3D7_1016300 
Fontaine et al., 2011 
Lanzer et al., 2006 
Mundwiler-Pachlatko et al., 2013 
Prajapati et al., 2013 
Zhang et al., 2017 
Florens et al, 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
enolase PF3D7_1015900 
Lanzer et al., 2006 
Mantel et al., 2013 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Vicensini et al., 2005 
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histone H2B variant PF3D7_0714000 
Florens et al., 2004 
Bark et al., 2018 
Mantel et al., 2013 
Plasmodium exported protein, unknown 
function ª      PF3D7_1149100 Florens et al., 2004 
nucleosome assembly protein PF3D7_1203700 Florens et al., 2004 Bark et al., 2018 
acyl-CoA binding protein, ACBP2 PF3D7_1001200 Florens et al., 2004 
ubiquitin-60S ribosomal protein L40 PF3D7_1365900 Bark et al., 2018 
gamete antigen 27/25 PF3D7_1302100 Bark et al., 2018 Proellocks et al., 2016 
 
* Proteínas com domínio transmembrânico 
ª Proteínas com peptídio sinal PEXEL 
 
Três antígenos de P. falciparum foram identificados no nosso estudo, a EBA-181 
(PF3D7_0102500) e o reticulocyte binding protein 2, na FM, e o antígeno 332, na FC. Foi descrito 
por Lanzillotti e Coetzer, em 2006, que o antígeno EBA-181 se liga a na Banda 4.1 do citoesqueleto 
da hemácia, essa ligação pode estar envolvida tanto no aumento da rigidez da célula, quanto na 
invasão. Com relação ao reticulocyte binding protein 2a, até o momento foi descrito o seu 
envolvimento com a invasão das células vermelhas pelos merozoítos (GUNALAN et al., 2013, 
SAHAR et al., 2011), portanto essa proteína identificada na FM poderia sugerir uma contaminação 
por merozoítos ou a mesma desempenha funções ainda não identificadas nas formas tardias 
intraeritrocitárias. O antígeno 332 de P. falciparum é uma proteína periféricas dos MC’s. Nos 
estágios finais de desenvolvimento, essa proteína provavelmente se associa com a actina e contribui 
para o aumento da rigidez da célula parasitada. Apesar de ser associada com a ME, essa proteína 
foi identificada na FC (GLENISTER et al., 2009; HODDER et al., 2009; NILSSON et al., 2012; 
WALLER et al., 2010).  
O antígeno 27/25 é conhecido como um marcador precoce do processo de gametogênese 
e começa a ser altamente expresso aproximadamente 35 horas após invasão. Ensaios de 
imunofluorescência detectaram essa proteína em vesículas no citoplasma da célula hospedeira e 
posteriormente na membrana (BAKER et al., 1994; BRUCE et al., 1994; JOSLING; LLINÁS, 
2015). Isso pode explicar porque esse antígeno foi identificado tanto na FM quanto na FC. 
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5.1.3 PfPDI-8 é exportada até a membrana do eritrócito 
Para validar a presença da PfPDI-8 nas frações, realizou-se uma análise por western 
blotting com anticorpo anti-PfPDI8 das frações preparadas sob as mesmas condições. Apesar de 
não ter sido identificada na fração citoplasmática (FC) por espectrometria de massas, a PfPDI-8 foi 
revelada por western blotting nas três frações FM, FC e FP. Esse resultado pode ser visualizado na 
Figura 12, que mostra o perfil eletroforético das amostras e a marcação na membrana de 
nitrocelulose em uma região próxima ao marcador molecular de 55 kDa. A imunodetecção 
provavelmente ocorreu na proteína correta, já que a PfPDI-8 tem 55 kDa de massa. 
 
 
Figura 3: Validação da presença da PfPDI-8 nas frações por western blotting. As amostras do 
enriquecimento foram lisadas com os tampões RIPA/Laemmli e analisadas por SDS-PAGE 12%. Em cada 
poço do gel foram aplicados 20 μL das amostras: (a) FM (b) FC (c) FP. Após separação por SDS-PAGE, as 
proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham™ Protran® Supported 0.45 
µM, GE Healthcare). A membrana foi incubada com o soro policlonal primário anti-PDI (1:250) e anticorpo 
secundário anti-IgG (1:30.000) de coelho acoplado a fosfatase alcalina. A PfPDI-8 foi revelada com 
substrato NBT/BCIP (Sigma Fast TM) nas amostras: (d) FM (e) FC (f) FP. MM: Marcador Molecular. 
 
Existem evidências que reforçam a presença da PfPDI-8 no exportoma do P. falciparum. 
Por uma abordagem proteômica, Vincensini e colaboradores, em 2005, identificaram a PfPDI-8 
nos Maurer’s Clefts. Vários antígenos de membrana contêm ligações dissulfeto que são essenciais 
para suas conformações adequadas, como a EMP1. Conforme abordado nas sessões anteriores, 
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proteínas integrantes do exportoma atravessam a membrana do vacúolo parasitóforo pelo complexo 
PTEX na forma não dobrada, logo elas precisam ser renaturadas quando adentram o citoplasma da 
hemácia parasitada. Se a PfPDI-8 constituir parte do exportoma, ela provavelmente auxilia as 
proteínas recém-exportadas a formar suas ligações dissulfeto nas posições corretas. Em um estudo 
de coexpressão realizado por Mahajan e colaboradores, em 2006, a PfPDI-8 auxiliou no 
dobramento dependente de ligações dissulfeto do antígeno de membrana EBA-175 (ELSWORTH; 
CRABB; GILSON, 2014). A PfPDI-8 foi identificada em trabalhos que estudaram proteínas de 
superfície (FLORENS et al., 2004, BARK et al., 2018), microvesículas (MANTEL et al., 2013), 
exportoma (SARGEANT et al., 2006, FONTAINE et al., 2011), J-dots (ZHANG et al., 2017) e 
MCs (VINCENSINI et al., 2005). 
 
5.2 Identificação das parceiras proteicas intraparasitárias da PfPDI-8 por BN-
BLOT 
O Blue Native Poliacrylamide Gel Electrophoresis (BN-PAGE) é um método de 
eletroforese capaz de separar complexos proteicos a partir do uso do Comassie Blue que fornece 
carga e impede a formação de novos complexos não fisiológicos no extrato. Muitos trabalhos 
elucidaram complexos proteicos celulares por meio da análise dos peptídeos trípticos extraídos das 
bandas do gel por espectrometria de massas (DA SILVA et al., 2015; GOMES et al., 2017; 
MARION et al., 1997). Em amostras pouco complexas, pode-se obter uma separação mais nítida 
dos grupos de proteínas, por outro lado os complexos não são claramente separados em amostras 
que possuem muita variedade com pouca abundância. Uma amostra proteica de cultura de P. 
falciparum é repleta de complexos, já que ela contém hemácias não-infectadas remanescentes, 
ainda que tenha sido realizado um processo de separação dos ghosts, e parasitadas e essas últimas 
podem conter parasitos de variados estágios, mesmo que a cultura tenha sido submetida a uma 
técnica de sincronização. Por isso, a utilização da técnica de western blotting a partir do BN-PAGE 
torna-se essencial para encontrar complexos específicos em amostras de P. falciparum (SESSLER 
et al., 2012). 
A fim de reduzir a complexidade da amostra e encontrar com maior facilidade o complexo 
da PfPDI-8, realizou-se uma lise seletiva com saponina para romper uma grande parte das hemácias 
não-parasitadas e extrair os parasitos dos eritrócitos infectados. A lise por saponina, nas condições-
padrão, é capaz de solubilizar parcialmente também as proteínas do vacúolo parasitóforo. Logo, a 
maior parte da amostra submetida ao BN-PAGE, nesse trabalho, era composta por parasitos nas 
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formas de trofozoítos e esquizonte extraídos da célula hospedeira. Apesar dos indícios de que essa 
proteína faz parte do exportoma, buscou-se nessa análise a caracterização de complexos 
intraparasitários. O estudo das proteínas parceiras da PfPDI-8 especificamente na célula hospedeira 
por BN-PAGE requer a otimização de uma técnica de lise que ao mesmo tempo separe o exportoma 
e preserve os complexos.  
A amostra foi pipetada em dois poços do gel nativo, gerando duas corridas paralelas. 
Dessas corridas, uma foi utilizada para a transferência das proteínas para a membrana de PVDF e 
a outra foi utilizada para extrair os peptídeos dos locais marcados no western blotting (WB) (Figura 
13). Observa-se que duas bandas foram marcadas no WB: a banda 2 na altura de aproximadamente 
66 kDa e a Banda 1 de aproximadamente 120 kDa.  
Ambas as bandas foram cortadas do gel e as proteínas foram alquiladas, reduzidas e 
tratadas com tripsina. Os peptídeos trípticos foram extraídos do gel e analisados por espectrometria 
de massas do tipo LC-MSMS. Em ambas as bandas, a PDI foi identificada. Na banda 2, foram 
identificadas 175 proteínas com pelo menos um peptídeo único e FDR menor que 1%. Devido a 
baixa massa da Banda 2, possivelmente a marcação visualizada seja referente a própria proteína 
PfPDI-8 descomplexada que foi solubilizada durante a lise. Na banda 1 foram identificadas 113 
proteínas, as quais estão listadas no Anexo 6. A fim de analisar quais dessas proteínas se 
complexariam com a proteína de interesse para gerar um complexo de aproximadamente 110 kDa, 
a massa da PfPDI-8 foi somada a de cada proteína identificada e o resultado dessa operação está 
listado também no Anexo 6. Das 113, 21 proteínas, quando associadas com a PDI, formariam um 
complexo de mais de 110kDa. Uma das desvantagens do BN-PAGE para estudo de complexos 
proteicos é a identificação concomitante de um backgound de proteínas no gel que podem não estar 




Figura 4: Identificação das parceiras proteicas da PfPDI-8 por BN-BLOT. (a) BN-PAGE 5-18% (m/v) 
do extrato de complexos proteicos solúveis de estágios tardios de P. falciparum (b) Detecção dos complexos 
proteicos que contém a PfPDI-8 por Western blotting com anticorpo anti-PDI (c) Marcador Molecular: 
proteínas de massa conhecida: tiroglobulina – 669 kDa, ferritina - 440 kDa, catalase - 232 kDa, lactato-
desidrogenase - 140 kDa, albumina bovina - 66 kDa (HMW Calibration Kit- GE Healthcare). 
 
A fim de avaliar quais das 21 proteínas poderiam formar um complexo com a PfPDI-8, 
utilizou-se o programa STRING - Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins 
(http://string-db.org/) na versão 11.0 para buscar a rede de interações preditas para proteína de 
interesse (Figura 14). O software STRING é uma plataforma virtual que fornece dados de 
interações entre proteínas, tanto físicas (diretas) quanto funcionais (indiretas). O STRING inclui, 
em seu banco, dados de várias fontes, como vizinhança genômica (linhas verdes-escuras), fusão 
gênica (linhas vermelhas), co-ocorrência entre espécies (linhas azuis-escuras), co-expressão na 
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mesma ou em outras espécies (linhas roxas), dados experimentais (linhas rosas), bases de dados 
(linhas azuis-claras) e mineração de dados na literatura (linhas verdes-claras). O software atribui 
também um score que é o resultado da ponderação entre os valores atribuídos a cada fonte. O valor 
de confiança no software varia entre 0 e 0.99, sendo 0.99 a confiança mais alta. Os scores de 
interação das proteínas da rede da PfPDI-8 estão listados na Figura 15. 
 
 
Figura 14: Rede de interações da proteína PfPDI-8 predita pela plataforma STRING 11.0. A proteína 
PFI0875w equivale a BIP (PF3D7_0917900), a única proteína predita como parceira pelo STRING que 




Figura 15: Scores de interações das proteínas com a PfPDI-8 preditos pela plataforma STRING 11.0. 
Os valores levam em consideração os parâmetros: vizinhança genômica (neighborhood), fusão gênica (gene 
fusion), co-ocorrência entre espécies (cooccurence), co-expressão na mesma ou em outras espécies 
(coexpression), dados experimentais (experiments), bancos de dados (database) e mineração de dados na 
literatura (textmining). 
 
Dentre as 11 proteínas do interatoma predito pelo STRING, somente a proteína 
BIP/HSP70 (PF3D7_0917900) também se colocalizou com a PfPDI-8 na Banda 1 do BN-PAGE e 
a soma desse complexo teria aproximadamente 127 kDa. A interação com essa proteína foi predita 
devido a análises de vizinhança genômica, co-expressão na mesma e em outras espécies e 
mineração de dados na literatura. A interação da BIP com a PfPDI-8 gerou o maior valor de score 
dentre as proteínas parceiras preditas: 0,984. A colocalização dessas proteínas no reticulo 
endoplasmático foi verificado em dois estudos (MAHAJAN et al., 2006; MOURAY et al., 2007). 
Já foi também demonstrado que a BIP se liga nas proteínas durante o tráfego intracelular por 
vesículas advindas do retículo endoplasmático (TONKIN et al., 2006). Apesar de que análises de 
fluorescência não permitiram a visualização da BIP na hemácia parasitada, estudos proteômicos 
identificaram essa proteína no exportoma, na superfície, nos J-dots e nos MC’s, como demonstrado 
nas Tabelas 2 e 3. No nosso estudo, a BIP e a PfPDI-8 foram identificadas na fração membranar e 
na fração citoplasmatica. Entretanto, a possível interação sugerida pelo resultado do BN-PAGE foi 
observada dentro do parasito, pois os parasitos foram tratados com saponina para retirar os ghosts 
e o conteúdo do lúmem do vacúolo parasitóforo.  
Não se pode descartar a possibilidade que a Banda 1 seja composta de uma forma 
dimerizada da PfPDI-8, visto que a soma de duas PDIs seria de aproximadamente 110 kDa. Mouray 
e colaboradores, em 2007, purificaram a PDI e realizaram uma caracterização bioquímica. A partir 
de uma análise de gel filtração em coluna Superdex 75 HR10/30, os autores observaram que a PDI 
tem uma tendência de 80% em se manter na forma monomérica.  
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5.3 Marcação de proteínas por biotinilação via APEX2 recombinante 
O gene da APEX foi clonado no vetor de expressão pET-100/D-TOPO (Novagen) pela 
empresa ThermoFisher para expressão em E. coli. A expressão é regulada pelo promotor T7 e esse 
plasmídeo permite a produção da proteína recombinante fusionada com uma cauda de 6 histidinas 
na porção N-terminal e contém um sítio de enteroquinase (EK) (que permite a remoção das caudas) 
e um gene marcador de resistência ao antibiótico ampicilina. Foi adicionado também ao vetor um 
peptídeo flag na região N-terminal da sequência da proteína. No anexo 1 está descrita a sequência 
da APEX2 clonada no vetor.  
A massa molecular teórica predita para APEX2, calculada pelo software Protparam 
(http://web.expasy.org/protparam/) e adicionada a cauda de histidina e ao flag, é 30 kDa. A enzima 
recombinante contém 282 aminoácidos e seu ponto isoelétrico teórico é 5,34. 
Para expressar a proteína recombinante, o plasmídeo foi introduzido, via transformação 
(por choque térmico) de células E. coli competentes da linhagem bacteriana BL21DE3. A indução 
da expressão foi realizada em duas condições testes inicialmente: IPTG 1 mM a uma temperatura 
de 37°C durante 3h e IPTG 0,5 mM em temperatura ambiente durante a noite toda. Para verificar 
o nível de expressão, os extratos solúveis e insolúveis, preparados por lise da bactéria com 
BugBuster™, foram submetidos à eletroforese em SDS-PAGE 12% (Figura 16). Foi verificado 
que o extrato solúvel apresentou uma abundante quantidade de proteína com aproximadamente 30 
kDa.  
Para confirmar a expressão da APEX2 recombinante, um teste de WB foi conduzido 
utilizando-se a fração solúvel e insolúvel de E. coli. No ensaio foi possível verificar a presença da 
proteína recombinante em ambas as frações. A condição que permitiu a expressão de uma maior 
quantidade de APEX2 na forma solúvel foi a 1 mM de IPTG, 37ºC por 3h, como pode ser observado 
na Figura 16. 
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Figura 5: Análise da expressão da APEX2 recombinante nas frações solúvel e insolúvel. (a) Gel de 
poliacrilamida 12% (corado com azul de Coomassie Blue) da fração solúvel de BL21(DE3) induzidas a 
37°C por 3 h com 1 mM IPTG. (b) indução a 25°C por 18 h com 0,5 mM IPTG. (c) e (d) Western blotting 
com anticorpo anti-His das frações solúveis (a) e (b) respectivamente. (e) Gel de poliacrilamida 12% da 
fração insolúvel de BL21(DE3) induzidas a 37°C por 3 h com 1 mM IPTG e (f) a 25°C por 18 h com 0,5 
mM IPTG. (g) e (h) Western blotting com anticorpo anti-His das frações solúveis (e) e (f) respectivamente. 
 
Ao término da indução, a amostra foi lisada, centrifugada e submetida a purificação em 
coluna de resina níquel-agarose. A fração solúvel (sobrenadante) foi adicionada à resina e, após 
lavagem extensiva, a proteína recombinante foi eluída com tampão contendo crescentes 
concentrações de imidazol (50 a 200 mM). As amostras foram submetidas a SDS-PAGE 12% para 
avaliar a quantidade de APEX2 nas frações eluídas e o grau de pureza. Observou-se que a proteína 
começou a ser liberada em grandes quantidades com 50 mM de imidazol, porém essas frações 
continham também muitos contaminantes. Em contraste, as frações eluídas com 100 mM de 
Imidazol são mais limpas e a apresentam concentrações razoáveis de APEX2 (Figura 17 e 18). Para 
confirmar se a proteína purificada era a APEX2 recombinante, foi realizado um segundo ensaio de 
WB utilizando as amostras no gel de SDS-PAGE 12% da Figura 18. O resultado dessa análise 




Figura 17: Purificação da fração solúvel da APEX2 recombinante por cromatografia de afinidade. 
Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. (MM) marcador molecular (Amersham 
Low Molecular Weight Calibration Kit, 17-0446-01) (em kDa). Eluições foram realizadas com 50 mM de 
Imidazol E(50), com 100 mM de Imidazol E(100) e com 200 mM de Imidazol E(200). Em cada poço do gel 
foi aplicado 10 μL de amostra. 
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Figura 18: Purificação da fração solúvel da APEX2 recombinante por cromatografia por afinidade. 
Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie Blue. Em cada poço do gel foram aplicados 10 
μL de amostra: (MM) marcador molecular (kDa) BenchMarkTM Protein Ladder – Invitrogen, (FI) fração 
insolúvel (FS) fração solúvel, (NL) fração não-ligada. Eluições foram realizadas com quatro volumes de 50 
mM de Imidazol E(50), de 100 mM de Imidazol E(100) e de 200 mM de Imidazol E(200). 
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Figura 19: Western blotting da purificação da APEX2 recombinante. A membrana de nitrocelulose foi 
incubada com anticorpo primário anti-calde de 6 histidinas, secundário anti-IgG e revelada com substrato 
quimioluminescente (ECL TM Prime Western blotting detection reagente, GE Healthcare) no equipamento 
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). 
 
As frações eluídas a 100 mM foram submetidas a diálise para remoção do imidazol e troca 
do tampão para o PBS. O tampão PBS foi usado por ser o de escolha em testes de atividade com a 
APEX2 (LEE et al., 2015). Para averiguar se a APEX2 recombinante produzida estava ativa e se 
as condições da reação estavam adequadas, foi conduzido um teste da atividade da biotinilação 
(Figura 20). Observa-se que somente o poço que continha a recombinante, o agente oxidante H2O2 
e a Biotina-Fenol foi marcado no Western blotting. Nota-se que outras proteínas foram marcadas, 
isso pode ter ocorrido devido a maior sensibilidade da detecção por WB quando comparada a da 
coloração por vermelho Ponceau, ou seja, as proteínas contaminantes da purificaçcão que não 





Figura 6: Teste de atividade da APEX2. (a) Coloração da membrana com Ponceau e (b) Revelação das 
proteínas biotiniladas com substrato quimioluminescente (ECL TM Prime Western blotting detection 
reagente, GE Healthcare) no equipamento ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). No poço 4 continha 
marcadores moleculares (Thermo Scientific™ PageRuler™ Plus Prestained). Na posição 1 foi realizado um 
teste de biotinilação pela APEX2 na presença de biotina-fenol e H2O2 e os poços 2 e 3 são os controles desse 
ensaio que não continham um dos componentes da reação. 
 
Esse trabalho descreve a primeira vez que a APEX2 foi proposta para marcar as proteínas 
de superfície, no entanto a HRP (horseradish peroxidase) já foi utilizada para esse intento por Jiang 
e colaboradores, em 2012. Os autores optaram pelo uso de um reagente aromático fluorescente para 
marcação, a fluoresceína conjugada com arylazida, e expressaram uma HRP acoplada a subunidade 
B da toxina da cólera para se ligar ao receptor ganglioside GM1. As proteínas marcadas foram 
purificadas por meio do uso de anticorpos anti-fluoresceína imobilizados em uma resina e 
identificadas por espectrometria de massas. A partir dessa abordagem, os autores conseguiram 
enriquecer proteínas que conhecidamente interagem com GM1, como CD44 e Neural cell adhesion 
molecule L1 (L1CAM). Jiang et al relataram também que descartaram o uso da biotina-arilazida, 
pois esse composto foi capaz de penetrar a membrana da célula e ser transformado em radical por 
proteínas endógenas, o que levou a marcação de proteínas intracelulares. A biotina-arilazida tem a 
entrutura semelhante a biotina-tiramida utilizada nesse estudo. O reagente fluoresceína-arylazida, 
diferentemente da biotina-fenol, não ultrapassa a membrana e ele também pode ser usado na 
marcação pela APEX2. Além da biotina-fenol, a biotina-arylazida e a biotina-fenol podem ser 
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utilizados para marcação de proteínas de superfície a partir da APEX2 recombinante que teve sua 




 Apesar da redução do número de casos, a malária ainda é considerada a parasitose mais 
grave e o Plasmodium falciparum é a espécie responsável pelo maior número de mortes (WHO, 
2018). O desenvolvimento de novos fármacos requer o conhecimento da biologia do parasito, de 
suas proteínas essenciais e de como elas interagem entre si. O P. falciparum reforma amplamente 
a hemácia e exporta proteínas próprias para permitir a realização de vários processos celulares 
inexistentes na célula hospedeira que são essenciais para sua sobrevivência e esse arsenal de 
proteínas pode conter alvos moleculares para o desenho de novas drogas (SPILLMAN; BECK; 
GOLDBERG, 2015a). Além de conhecer os componentes do exportoma, é importante descobrir 
também quais são as proteínas exportadas que ficam expostas ao sistema imune, ou seja, as 
proteínas de superfície, pois elas podem também ser alvos para o desenho de vacinas 
recombinantes, como foi realizado para a CSP (PARTNERSHIP, 2014). Portanto, nesse trabalho 
foi otimizada uma abordagem para o subfracionamento do exportoma por lise seletiva com 
Streptolysin O e foi iniciado uma estratégia de biotinilação das proteínas de superfície com a 
ascorbato peroxidase 2 (APEX2). Além disso, buscou-se identificar as parceiras intraparasitárias 
da proteína PfPDI-8 por Native blotting. Os dois primeiros métodos ainda não haviam sido testados, 
enquanto o BN-BLOT já foi utilizado para estudo de outros complexos proteicos de P. falciparum 
(ZHANG et al., 2017). 
Após o subfracionamento do exportoma por lise seletiva com SLO, foram geradas três 
frações: membranar, citoplasmática e parasitária. As anotações funcionais geradas pelo Blast2Go 
demonstraram a presença de proteínas de organelas intraparasitárias, como mitocôndria, vacúolo 
digestivo e apicoplasto, apenas na fração parasitária. Essa análise também demonstrou que 41% 
das proteínas da fração membranar foram anotadas como pertencentes ao exportoma ou associadas 
a membrana. A fração citoplasmática gerou um número reduzido de identificações, apesar de 
grande variedade de proteínas visualizadas na análise por SDS-PAGE, provavelmente pelo excesso 
de hemoglobina nessa fração 
Algumas proteínas conhecidas do exportoma, como ETRAMP, EBA-181, MESA, CLAG 
3.1, EMP3, EMP1 e PHISTa, foram identificadas apenas na fração membranar.  Além dessas, 
outras proteínas exportadas já estudadas foram identificadas na FM, como GBP130, EMP1, RESA, 
PTP4, KAHRP, antígeno 27/25, reticulocyte binding protein 2a, CLAG 9. Assim como observado 
em estudos que enriqueceram proteínas de superfície, foram identificadas muitas proteínas 
envolvidas com a síntese proteica, associadas ao DNA ou relacionadas ao metabolismo e alguns 
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estudos já sugeriram que essas últimas podem estar envolvidas em funções diferentes no 
exportoma, como a sinalização celular. Conforme esperado, foram identificadas chaperonas, 
proteínas da família PHIST e proteínas do citoesqueleto. As proteínas identificadas podem se 
localizar na membrana, em estruturas associadas ou organelas como MCs e J-dots, já que da SLO 
não lisa amplamente essas estruturas (VIVANCOS et al., 2007, ZHANG et al., 2017). Famílias de 
antígeno de membrana pouco abundantes, como SURFIN, RIFIN e STEVOR não foram 
identificadas. Também não foram identificadas proteínas conhecidas da membrana do vacúolo 
parasitóforo, o que reforça e especificidade da lise por SLO, como HSP101 e EXP2. Componentes 
impotantes do exportoma foram também identificados na fração citoplasmática, como antígeno 
332, proteína 14-3-3, HSP70, GBP130 e antígeno 27/25. 
Para validar a presença da PfPDI-8 nas frações, realizou-se uma análise por western 
blotting. Apesar de não ter sido identificada na FC, a PDI foi marcada nas três frações FM, FC e 
FP. Existem outras evidências da presença dessa proteína no exportoma e, por ser uma chaperona, 
sua função pode estar associada ao posicionamento correto das ligações dissulfeto em proteínas 
recém-exportadas. Ainda não é claro se essa proteína se encontra dispersa no citosol, ou associada 
a alguma estrutura vesicular dentro da célula parasitada. Além dessa localização, existem indícios 
da presença da PfPDI-8 no retículo endoplasmático. Nesse trabalho, realizou-se uma análise das 
parceiras intraparasitárias da PfPDI-8 por BN-BLOT e observou-se que a PfPDI-8 se colocalizou 
na banda do BN-PAGE com uma proteína também conhecida do RE, a BIP. Essa interação requer 
confirmação por outros métodos.  
Esse trabalho buscou otimizar condições de expressão e purificação APEX2 para utilizá-la 
para a marcação de proteínas de superfície de eritrócitos infectados com P. falciparum. O teste de 
atividade demonstrou que a enzima produzida foi capaz de biotinilar ela mesma e as proteínas 
contaminantes da purificação apenas com a presença do substrato e o agente oxidante, biotina-
fenol e H2O2, respectivamente. 
Esse trabalho buscou explorar duas técnicas inovadoras para estudo do exportoma. A lise 
seletiva por SLO seguida de centrifugação é de fácil execução e permitiu a identificação de muitos 
componentes conhecidos do exportoma. A desvantagem dessa técnica é que ela não permite 
diferenciar a posição exata das proteínas dentro da célula parasitada. Esse estudo demonstrou a 
possibilidade de utilização da APEX2 para biotinilação de proteínas de superfície, porém essa 
técnica ainda requer otimizações quanto às condições de reação para marcação do subproteoma de 
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superfície de Plasmodium falciparum. Por último, esse estudo utilizou a técnica de BN-PAGE e 
WB para investigar os complexos proteicos que contém a PfPDI-8.  
7 PERSPECTIVAS 
Um maior conhecimento do conteúdo do exportoma foi obtido nesse estudo e isso pode 
auxiliar trabalhos futuros que se proponham a testar a imunogenicidade das proteínas identificadas 
e desenvolver vacinas com múltiplos alvos. 
A otimização da análise de complexos associados a proteínas específicas em extratos de 
P. falciparum por BN-BLOT abriu caminho para a análise de outras interações pelo nosso grupo. 
Essas análises dependem de anticorpos específicos, para que apenas complexos contendo a proteína 
alvo sejam marcados.  
Nesse trabalho, foram analisados os dados de identificações das frações obtidas pelo 
subfracionamento do exportoma por lise seletiva com estreptolisina O de apenas uma replicata. 
Todavia, foram conduzidos mais três experimentos independentes e as amostras estão digeridas, 
dessalinizadas e aguardando somente a análise por espectrometria de massas. A identificação 
consistente dessas proteínas em mais de um experimento independente aumenta o nível de 
evidência e confidencialidade da presença dessas no exportoma.  
A partir da otimização da produção da APEX2 recombinante, o grupo continuará testando 
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Anexo 2 – Proteínas de Homo sapiens identificadas na fração parasitária  
 
Código (%) Pep Pep 
Únicos 
Descrição 
P68871 710.05 99 183 Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBB PE=1 SV=2 
P69905 700.27 99 132 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBA1 PE=1 SV=2 
P02042 635.02 99 95 Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBD PE=1 SV=2 
P02549 602.12 53 112 Spectrin alpha chain  erythrocytic 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SPTA1 PE=1 SV=5 
P02100 285.80 36 16 Spectrin beta chain  erythrocytic OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SPTB PE=1 SV=5 
P11277 524.35 31 44 Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX2 
PE=1 SV=5 
P0DMV8 429.05 34 41 Catalase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAT PE=1 SV=3 
P0DMV9 429.05 34 41 Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HSPA1A PE=1 SV=1 
P32119 492.22 92 41 Heat shock 70 kDa protein 1B OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HSPA1B PE=1 SV=1 
P04040 456.90 61 33 Actin  alpha skeletal muscle OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ACTA1 PE=1 SV=1 
P68133 397.53 49 27 Carbonic anhydrase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CA1 PE=1 SV=2 
P00915 360.12 68 16 Protein 4.1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPB41 PE=1 
SV=4 
P11171 342.81 20 13 Tropomyosin alpha-3 chain OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=TPM3 PE=1 SV=2 
P02008 242.01 24 13 Carbonic anhydrase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CA2 PE=1 SV=2 
P06753 307.60 41 14 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=SOD1 PE=1 SV=2 
P00918 305.52 67 15 Hemoglobin subunit epsilon OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBE1 PE=1 SV=2 
P30043 278.46 65 11 Flavin reductase (NADPH) OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=BLVRB PE=1 SV=3 
P38646 218.30 9 7 Ankyrin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANK1 PE=1 
SV=3 
P16157 267.51 8 11 Acylamino-acid-releasing enzyme OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=APEH PE=1 SV=4 
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P00441 294.84 84 10 Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX6 
PE=1 SV=3 
P04114 129.04 0 2 Hemoglobin subunit zeta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBZ PE=1 SV=2 
P13798 266.47 13 6 Stress-70 protein  mitochondrial OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HSPA9 PE=1 SV=2 
P00558 198.66 16 6 Phosphoglycerate kinase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=PGK1 PE=1 SV=3 
P30041 247.11 29 6 Bisphosphoglycerate mutase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=BPGM PE=1 SV=2 
Q96RL7 110.26 1 2 Phosphoglycerate mutase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=BPGM PE=2 SV=1 
P07738 192.02 21 4 Beta-adducin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ADD2 PE=1 
SV=3 
Q06830 161.16 18 3 Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX1 
PE=1 SV=1 
P35612 181.76 7 4 Tropomodulin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TMOD1 
PE=1 SV=1 
P20020 112.54 1 1 Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ALDOA PE=1 SV=2 
P62263 180.58 19 4 Delta-aminolevulinic acid dehydratase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ALAD PE=1 SV=1 
Q8IZD2 86.87 0 1 Adenylate kinase isoenzyme 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=AK1 PE=1 SV=3 
P04075 148.62 21 4 Band 3 anion transport protein OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SLC4A1 PE=1 SV=3 
P07384 90.15 1 1 Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=APOB PE=1 SV=2 
P35916 102.60 2 2 Glutaredoxin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GLRX 
PE=1 SV=2 
O60264 88.45 1 1 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 1 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP2B1 PE=1 SV=4 
P0C0L5 83.85 1 2 Vacuolar protein sorting-associated protein 13A OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=VPS13A PE=1 SV=2 
P28289 154.71 13 3 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HPRT1 PE=1 SV=2 
P11215 59.58 1 1 Vascular endothelial growth factor receptor 3 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=FLT4 PE=1 SV=3 
P00568 139.31 20 4 Calpain-1 catalytic subunit OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CAPN1 PE=1 SV=1 
P00492 104.01 18 2 Glutathione reductase  mitochondrial OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=GSR PE=1 SV=2 
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P13716 141.29 16 3 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent 
regulator of chromatin subfamily A member 5 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=SMARCA5 PE=1 SV=1 
P35754 115.45 25 1 Phosphoglycerate mutase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=PGAM1 PE=1 SV=2 
P46100 81.54 0 1 Inactive histone-lysine N-methyltransferase 2E OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=KMT2E PE=1 SV=1 
Q01432 85.28 1 2 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=IMPDH2 PE=1 SV=2 
P17020 64.34 1 1 AMP deaminase 3 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=AMPD3 PE=1 SV=1 
P18669 87.24 16 3 Complement C4-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C4B 
PE=1 SV=2 
P02730 136.38 1 1 Transcriptional regulator ATRX OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ATRX PE=1 SV=5 
Q9NY33 74.93 4 1 Dipeptidyl peptidase 3 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=DPP3 PE=1 SV=2 
Q08495 74.44 3 1 Dematin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DMTN PE=1 
SV=3 
P12268 85.94 2 1 Lactoylglutathione lyase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=GLO1 PE=1 SV=4 
P00390 89.37 4 1 GMP reductase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GMPR2 
PE=1 SV=1 
P04035 54.46 2 1 Zinc finger protein 16 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ZNF16 PE=1 SV=3 
Q04760 73.58 5 1 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=EIF5A PE=1 SV=2 
O60602 53.62 1 1 Integrin alpha-M OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGAM 
PE=1 SV=2 
Q9P2T1 66.38 3 1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HMGCR PE=1 SV=1 
Q68DB7 40.19 7 1 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HMGCR PE=3 SV=1 
P00491 45.59 3 1 Urea transporter 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=SLC14A1 PE=1 SV=2 
P63241 59.70 5 1 Purine nucleoside phosphorylase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=PNP PE=1 SV=2 
P24666 64.30 6 1 Mothers against decapentaplegic homolog OS=Homo 




Anexo 3 – Proteínas de Homo sapiens identificadas na fração citoplasmática 
 
Código (%) Pep Pep 
Único 
Descrição 
P68871 672.70 100 260 Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBB PE=1 SV=2 
P69905 680.38 100 215 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBA1 PE=1 SV=2 
P02042 583.60 100 125 Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBD PE=1 SV=2 
P69892 452.37 80 46 Hemoglobin subunit gamma-2 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HBG2 PE=1 SV=2 
P69891 442.32 80 44 Hemoglobin subunit gamma-1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HBG1 PE=1 SV=2 
P02100 306.46 41 28 Hemoglobin subunit epsilon OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBE1 PE=1 SV=2 
P02549 446.81 31 68 Spectrin alpha chain  erythrocytic 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SPTA1 PE=1 SV=5 
P11277 453.76 30 56 Spectrin beta chain  erythrocytic OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SPTB PE=1 SV=5 
P04040 425.97 46 42 Catalase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAT PE=1 SV=3 
P32119 396.43 80 28 Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX2 
PE=1 SV=5 
P00915 353.75 69 24 Carbonic anhydrase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CA1 PE=1 SV=2 
P16157 343.07 16 24 Ankyrin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANK1 PE=1 
SV=3 
P30041 323.19 46 15 Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX6 
PE=1 SV=3 
P00918 294.83 44 14 Carbonic anhydrase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CA2 PE=1 SV=2 
P30043 247.03 50 9 Flavin reductase (NADPH) OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=BLVRB PE=1 SV=3 
P02008 210.13 30 11 Hemoglobin subunit zeta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBZ PE=1 SV=2 
P0DMV
8 
201.70 17 8 Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HSPA1A PE=1 SV=1 
Q06830 230.80 25 6 Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX1 
PE=1 SV=1 
P30613 219.82 18 7 Pyruvate kinase PKLR OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=PKLR PE=1 SV=2 
P00558 214.25 21 7 Phosphoglycerate kinase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=PGK1 PE=1 SV=3 
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P07738 197.29 27 10 Bisphosphoglycerate mutase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=BPGM PE=1 SV=2 
P06753 160.30 20 5 Tropomyosin alpha-3 chain OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=TPM3 PE=1 SV=2 
P00568 251.38 46 6 Adenylate kinase isoenzyme 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=AK1 PE=1 SV=3 
P11413 111.86 5 2 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=G6PD PE=1 SV=4 
P28289 163.61 4 1 Tropomodulin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=TMOD1 PE=1 SV=1 
P00352 187.86 7 4 Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ALDH1A1 PE=1 SV=2 
P27105 233.90 14 4 Erythrocyte band 7 integral membrane protein 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=STOM PE=1 SV=3 
P11171 171.05 8 6 Protein 4.1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPB41 PE=1 
SV=4 
P0C0L4 86.88 1 2 Complement C4-A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C4A 
PE=1 SV=2 
P13798 164.89 13 7 Acylamino-acid-releasing enzyme OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=APEH PE=1 SV=4 
P04075 129.37 20 5 Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ALDOA PE=1 SV=2 
P11215 64.25 1 1 Integrin alpha-M OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGAM 
PE=1 SV=2 
P0C0L5 89.54 1 2 Complement C4-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C4B 
PE=1 SV=2 
P00441 142.46 46 4 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SOD1 PE=1 SV=2 
Q96RL7 87.19 0 1 Vacuolar protein sorting-associated protein 13A 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=VPS13A PE=1 SV=2 
Q00013 165.10 6 3 55 kDa erythrocyte membrane protein OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=MPP1 PE=1 SV=2 
P46100 89.47 1 2 Transcriptional regulator ATRX OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ATRX PE=1 SV=5 
Q9Y2Q
0 
73.70 1 1 Phospholipid-transporting ATPase IA OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ATP8A1 PE=1 SV=1 
Q9UKU
0 
76.03 2 1 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ACSL6 PE=2 SV=4 
P17020 63.66 1 1 Zinc finger protein 16 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ZNF16 PE=1 SV=3 
Q08495 99.12 14 3 Dematin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DMTN PE=1 
SV=3 
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P35612 137.13 7 3 Beta-adducin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ADD2 
PE=1 SV=3 
Q03167 69.62 4 3 Transforming growth factor beta receptor type 3 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TGFBR3 PE=1 SV=3 
Q86VB
7 
67.04 1 1 Scavenger receptor cysteine-rich type 1 protein M130 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD163 PE=1 SV=2 
P13716 75.01 6 1 Delta-aminolevulinic acid dehydratase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ALAD PE=1 SV=1 
Q9NZD
4 
100.24 21 3 Alpha-hemoglobin-stabilizing protein OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=AHSP PE=1 SV=1 
P02730 120.69 1 1 Band 3 anion transport protein OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SLC4A1 PE=1 SV=3 
P30566 61.83 5 1 Adenylosuccinate lyase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ADSL PE=1 SV=2 
P48507 123.41 10 2 Glutamate--cysteine ligase regulatory subunit OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=GCLM PE=1 SV=1 
P08397 94.68 2 1 Porphobilinogen deaminase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HMBS PE=1 SV=2 
Q04760 74.93 4 1 Lactoylglutathione lyase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=GLO1 PE=1 SV=4 
Q9H4A
3 
36.01 0 1 Serine/threonine-protein kinase WNK1 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=WNK1 PE=1 SV=2 
Q13630 106.90 4 1 GDP-L-fucose synthase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=TSTA3 PE=1 SV=1 
P19474 42.15 1 1 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=TRIM21 PE=1 SV=1 
P30711 92.99 4 1 Glutathione S-transferase theta-1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=GSTT1 PE=1 SV=4 
Q9NP5
8 
48.95 1 1 ATP-binding cassette sub-family B member 6  
mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ABCB6 
PE=1 SV=1 
P00491 108.60 9 2 Purine nucleoside phosphorylase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=PNP PE=1 SV=2 
P24666 84.41 6 1 Low molecular weight phosphotyrosine protein 
phosphatase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACP1 PE=1 
SV=3 
P68133 37.65 3 1 Actin  alpha skeletal muscle OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ACTA1 PE=1 SV=1 
P20023 55.94 2 1 Complement receptor type 2 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=CR2 PE=1 SV=2 
P07954 83.81 4 1 Fumarate hydratase  mitochondrial OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=FH PE=1 SV=3 
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P00390 41.09 4 1 Glutathione reductase  mitochondrial OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=GSR PE=1 SV=2 
Q9Y265 72.09 2 1 RuvB-like 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RUVBL1 
PE=1 SV=1 
P51993 56.22 3 1 Alpha-(1 3)-fucosyltransferase 6 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=FUT6 PE=1 SV=1 
Q8IZD2 34.23 0 1 Inactive histone-lysine N-methyltransferase 2E 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=KMT2E PE=1 SV=1 
Q6ZSX4 48.30 4 1 Band 4.1-like protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=EPB41L2 PE=1 SV=1 
C9J381 45.42 2 1 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=IMPDH1 PE=1 SV=1 
A0A1K
0FU49 

































Anexo 4 – Proteínas de Homo sapiens identificadas na fração membranar 
 
Código (%) Pep Pep 
Único 
Descrição 
P02549 767.55 97 475 Spectrin alpha chain  erythrocytic 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SPTA1 PE=1 SV=5 
P68871 584.88 100 176 Spectrin beta chain  erythrocytic OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SPTB PE=1 SV=5 
P11277 709.65 95 395 Ankyrin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ANK1 PE=1 
SV=3 
P16157 662.57 80 276 Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBB PE=1 SV=2 
P69905 576.03 99 156 Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBA1 PE=1 SV=2 
P02042 495.72 100 87 Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBD PE=1 SV=2 
P11171 493.37 65 105 Protein 4.1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=EPB41 PE=1 
SV=4 
P32119 472.74 93 67 Band 3 anion transport protein OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SLC4A1 PE=1 SV=3 
P02730 473.15 42 93 Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX2 
PE=1 SV=5 
P16452 467.92 67 70 Erythrocyte membrane protein band 4.2 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=EPB42 PE=1 SV=3 
Q08495 395.37 89 55 Catalase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CAT PE=1 SV=3 
P68133 388.10 63 44 Alpha-adducin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ADD1 
PE=1 SV=2 
P69892 404.50 99 27 Hemoglobin subunit gamma-2 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HBG2 PE=1 SV=2 
P04040 443.71 83 53 55 kDa erythrocyte membrane protein OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=MPP1 PE=1 SV=2 
P69891 397.82 99 26 Hemoglobin subunit gamma-1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HBG1 PE=1 SV=2 
P27105 375.67 64 23 Dematin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DMTN PE=1 
SV=3 
P35611 434.41 57 49 Beta-adducin OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ADD2 
PE=1 SV=3 
P02100 226.57 38 12 Actin  alpha skeletal muscle OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ACTA1 PE=1 SV=1 
Q00013 399.13 83 40 Erythrocyte band 7 integral membrane protein 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=STOM PE=1 SV=3 
P06753 348.06 68 43 Tropomyosin alpha-3 chain OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=TPM3 PE=1 SV=2 
 114 
P35612 394.29 53 37 Spectrin beta chain  non-erythrocytic 1 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=SPTBN1 PE=1 SV=2 
Q01082 332.78 6 31 Tropomodulin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TMOD1 
PE=1 SV=1 
P28289 329.14 71 25 Acylamino-acid-releasing enzyme OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=APEH PE=1 SV=4 
P0DMV
9 
292.82 37 27 Heat shock 70 kDa protein 1A OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HSPA1A PE=1 SV=1 
P07384 289.25 30 25 Heat shock 70 kDa protein 1B OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=HSPA1B PE=1 SV=1 
P13716 269.22 53 19 Adenylate kinase isoenzyme 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=AK1 PE=1 SV=3 
A0A38
4NPQ2 
270.39 80 15 Calpain-1 catalytic subunit OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CAPN1 PE=1 SV=1 
Q06830 270.39 80 15 Epididymis secretory sperm binding protein OS=Homo 
sapiens OX=9606 PE=2 SV=1 
P30043 222.82 74 11 Peroxiredoxin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX1 
PE=1 SV=1 
P13798 299.10 38 19 Delta-aminolevulinic acid dehydratase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ALAD PE=1 SV=1 
P13987 243.29 39 8 Fructose-bisphosphate aldolase A OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ALDOA PE=1 SV=2 
P00568 291.58 71 13 CD59 glycoprotein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD59 
PE=1 SV=1 
P30613 293.85 46 16 Low molecular weight phosphotyrosine protein 
phosphatase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ACP1 PE=1 
SV=3 
P04075 248.69 55 16 Keratin  type II cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=KRT1 PE=1 SV=6 
P00915 213.95 46 7 Hemoglobin subunit epsilon OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HBE1 PE=1 SV=2 
P23634 204.83 7 8 Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ALDH1A1 PE=1 SV=2 
P24666 233.58 85 10 Flavin reductase (NADPH) OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=BLVRB PE=1 SV=3 
P04264 231.25 19 9 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=G6PD PE=1 SV=4 
P11166 215.13 15 7 Solute carrier family 2  facilitated glucose transporter 
member 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SLC2A1 PE=1 
SV=2 
P17927 200.91 6 9 Carbonic anhydrase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CA1 PE=1 SV=2 
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P00352 225.23 22 11 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ATP2B4 PE=1 SV=2 
P07738 186.17 41 8 Complement receptor type 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=CR1 PE=1 SV=3 
P11413 218.91 14 7 RuvB-like 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RUVBL1 
PE=1 SV=1 
P07741 196.74 53 7 Carbonic anhydrase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CA2 PE=1 SV=2 
Q9H4A
3 
180.96 4 7 Peroxiredoxin-6 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PRDX6 
PE=1 SV=3 
Q9Y230 172.51 10 5 GDP-L-fucose synthase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=TSTA3 PE=1 SV=1 
P30041 188.11 34 7 Bisphosphoglycerate mutase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=BPGM PE=1 SV=2 
Q13630 187.78 19 4 Phosphoglycerate mutase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=BPGM PE=2 SV=1 
P00918 194.41 33 8 Serine/threonine-protein kinase WNK1 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=WNK1 PE=1 SV=2 
Q96RL7 81.67 1 2 RuvB-like 2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=RUVBL2 
PE=1 SV=3 
Q92508 130.57 1 3 Glutamate--cysteine ligase regulatory subunit OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=GCLM PE=1 SV=1 
Q9NP5
8 
148.15 10 5 Band 4.1-like protein 2 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=EPB41L2 PE=1 SV=1 
Q9Y265 195.26 20 7 Erythrocyte membrane protein band 4.1-like 2  isoform 
CRA_c OS=Homo sapiens OX=9606 GN=DKFZp564J1082 
PE=2 SV=1 
Q6ZSX4 164.59 14 6 S-phase kinase-associated protein 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SKP1 PE=1 SV=2 
P48507 170.82 15 3 Basigin (Fragment) OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=SLC7A11 PE=4 SV=1 
P02724 125.55 23 4 ATP-binding cassette sub-family B member 6  
mitochondrial OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ABCB6 
PE=1 SV=1 
P08174 68.53 5 1 Phosphoglycerate kinase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=PGK1 PE=1 SV=3 
P63208 159.17 47 4 Semaphorin-7A OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=SEMA7A PE=1 SV=1 
P04921 95.60 27 3 Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PIEZO1 PE=1 SV=4 
P04114 78.36 0 2 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM58 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=TRIM58 PE=2 SV=2 
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P00558 144.45 8 2 Ras-related protein Rap-2b OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=RAP2B PE=1 SV=1 
P23276 122.31 9 4 Glycophorin-A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GYPA 
PE=1 SV=2 
P00390 118.23 6 2 Purine nucleoside phosphorylase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=PNP PE=1 SV=2 
P11215 66.60 1 1 Porphobilinogen deaminase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=HMBS PE=1 SV=2 
P08397 122.57 19 4 Kell blood group glycoprotein OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=KEL PE=1 SV=2 
P19474 88.16 13 4 Fumarate hydratase  mitochondrial OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=FH PE=1 SV=3 




130.41 6 2 Glutathione reductase  mitochondrial OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=GSR PE=1 SV=2 
O75326 134.97 8 3 Methylosome subunit pICln OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CLNS1A PE=1 SV=1 
P07954 122.19 11 3 S-formylglutathione hydrolase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ESD PE=1 SV=2 
P17020 67.19 1 1 Adenylosuccinate lyase OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ADSL PE=1 SV=2 
P54105 116.45 16 2 Uroporphyrinogen-III synthase OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=UROS PE=1 SV=1 
A0A34
6RCR1 
150.38 72 3 Glycophorin-C OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GYPC 
PE=1 SV=1 
P0C0L4 54.50 1 1 E3 ubiquitin-protein ligase TRIM21 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=TRIM21 PE=1 SV=1 
Q9UIA9 118.25 3 2 Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=APOB PE=1 SV=2 
P00491 124.84 17 3 Glutaredoxin-1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=GLRX 
PE=1 SV=2 
P10768 114.28 22 3 40S ribosomal protein S17 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=RPS17 PE=1 SV=2 
P00747 92.38 6 2 Complement decay-accelerating factor OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=CD55 PE=1 SV=4 
P30566 100.06 6 2 Zinc finger protein 16 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=ZNF16 PE=1 SV=3 
D3DT0
2 
49.91 2 1 Integrin alpha-M OS=Homo sapiens OX=9606 GN=ITGAM 
PE=1 SV=2 
P10746 95.96 16 2 Ammonium transporter Rh type A OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=RHAG PE=1 SV=2 
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P18669 49.40 8 1 Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase 
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=HPRT1 PE=1 SV=2 
P35754 75.75 25 1 K light chain variable region (Fragment) OS=Homo 
sapiens OX=9606 PE=2 SV=1 
Q02094 63.04 6 1 Complement C4-A OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C4A 
PE=1 SV=2 
P35916 39.63 1 1 Complement C4-B OS=Homo sapiens OX=9606 GN=C4B 
PE=1 SV=2 
Q92835 36.95 1 1 Cytochrome b reductase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=CYBRD1 PE=1 SV=1 
Q9UKV
3 
38.17 1 1 Rh blood group antigen Evans OS=Homo sapiens 
OX=9606 PE=2 SV=1 
O60674 39.92 1 1 Blood group Rh(D) polypeptide OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=RHD PE=1 SV=3 
P20839 33.37 2 1 Erythrocyte membrane protein band 4.1 like 4A  isoform 




48.09 2 1 Phosphoglycerate mutase 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=PGAM1 PE=1 SV=2 
Q9UDY
6 




27.48 2 1 Dipeptidyl peptidase 3 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=DPP3 PE=1 SV=2 
P08708 71.60 19 1 Small integral membrane protein 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SMIM1 PE=1 SV=1 
Q13351 32.42 1 1 Tyrosine-protein kinase JAK2 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=JAK2 PE=1 SV=2 
P14091 48.51 2 1 Vascular endothelial growth factor receptor 3 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=FLT4 PE=1 SV=3 
B2RUZ
4 
43.75 28 1 Apoptotic chromatin condensation inducer in the 




57.73 8 1 Phosphatidylinositol 3 4 5-trisphosphate 5-phosphatase 
1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=INPP5D PE=1 SV=2 
P51811 33.75 6 1 Tripartite motif-containing protein 10 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=TRIM10 PE=1 SV=3 
Q9UHQ
9 
27.72 4 1 Atypical chemokine receptor 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=ACKR1 PE=1 SV=3 
P00441 27.93 14 1 Membrane transport protein XK OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=XK PE=1 SV=5 
Q9P2T1 33.71 3 1 GMP reductase 2 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=GMPR2 PE=1 SV=1 
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P00492 61.30 6 1 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=IMPDH1 PE=1 SV=1 
Q53TN
4 
53.99 4 1 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 1 OS=Homo 
sapiens OX=9606 GN=IMPDH1 PE=1 SV=2 
Q9UK7
4 
52.68 4 1 Krueppel-like factor 1 OS=Homo sapiens OX=9606 
GN=KLF1 PE=1 SV=1 
Q16570 34.15 2 1 NADH-cytochrome b5 reductase 3 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=CYB5R3 PE=1 SV=3 
P20719 30.70 5 1 Superoxide dismutase [Cu-Zn] OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=SOD1 PE=1 SV=2 
P22061 29.80 11 1 NADH-cytochrome b5 reductase 1 OS=Homo sapiens 
OX=9606 GN=CYB5R1 PE=1 SV=1 
P00387 29.14 9 1 B-cell scaffold protein with ankyrin repeats OS=Homo 
































Anexo 5 – Proteínas de Plasmodium falciparum identificadas na fração parasitária 
 
PlasmoID (%) Pep. Pep. 
Único 
Descrição 
PF3D7_0818900  65 68 62 heat shock protein 70  
PF3D7_1015900  86 60 60 enolase  
PF3D7_1462800  90 47 46 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
PF3D7_0207600  46 52 48 serine repeat antigen 5  
PF3D7_0608800  63 41 39 ornithine aminotransferase  
PF3D7_1357000  78 40 40 elongation factor 1-alpha  
PF3D7_1357100  78 40 40 elongation factor 1-alpha  
PF3D7_1324900  51 20 18 L-lactate dehydrogenase  
PF3D7_0917900  57 41 38 heat shock protein 70  
PF3D7_1343000  90 32 30 phosphoethanolamine N-methyltransferase  
PF3D7_1444800  62 33 33 fructose-bisphosphate aldolase  
PF3D7_0922500  76 36 36 phosphoglycerate kinase  
PF3D7_0708400  54 45 43 heat shock protein 90  
PF3D7_0922200  62 30 30 S-adenosylmethionine synthetase  
PF3D7_0619400  38 28 28 cell division cycle protein 48 homologue  
putative  
PF3D7_0520900  30 16 16 adenosylhomocysteinase  
PF3D7_1008700  50 19 19 tubulin beta chain  
PF3D7_0627500  76 15 15 protein DJ-1  
PF3D7_1016300  20 22 22 GBP130 protein  
PF3D7_1134000  29 16 16 heat shock protein 70  
PF3D7_1451100  26 19 19 elongation factor 2  
PF3D7_0818200  83 25 25 14-3-3 protein  
PF3D7_1246200  64 26 22 actin I  
PF3D7_1302100  72 19 19 gamete antigen 27/25  
PF3D7_0307200  44 19 19 60S ribosomal protein L7  putative  
PF3D7_1235600  38 17 17 serine hydroxymethyltransferase  
PF3D7_1011800  13 16 16 PRE-binding protein  
PF3D7_1224300  27 22 22 polyadenylate-binding protein 1  putative  
PF3D7_1222300  27 22 19 endoplasmin  putative  
PF3D7_1223100  27 16 16 cAMP-dependent protein kinase regulatory 
subunit  
PF3D7_1004000  50 16 16 60S ribosomal protein L13  putative  
PF3D7_0322900  54 19 19 40S ribosomal protein S3A  putative  
PF3D7_0814200  56 19 19 DNA/RNA-binding protein Alba 1  
PF3D7_0903700  41 14 7 alpha tubulin 1  
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PF3D7_1228600  26 20 19 merozoite surface protein 9  
PF3D7_0507100  47 18 18 60S ribosomal protein L4  
PF3D7_0626800  52 24 24 pyruvate kinase  
PF3D7_0813900  59 12 12 40S ribosomal protein S16  putative  
PF3D7_1434300  23 11 11 Hsp70/Hsp90 organizing protein  
PF3D7_0415900  44 13 13 60S ribosomal protein L15  putative  
PF3D7_0511800  26 14 14 inositol-3-phosphate synthase  
PF3D7_1424400  38 12 11 60S ribosomal protein L7-3  putative  
PF3D7_0831700  34 19 12 heat shock protein 70  
PF3D7_1130200  43 11 11 60S ribosomal protein P0  
PF3D7_1117700  97 25 25 GTP-binding nuclear protein RAN/TC4  
PF3D7_0317600  69 14 13 40S ribosomal protein S11  putative  
PF3D7_0207700  15 13 8 serine repeat antigen 4  
PF3D7_0306800  42 16 16 T-complex protein 1 subunit beta  
PF3D7_1465900  63 17 17 40S ribosomal protein S3  
PF3D7_1447000  44 14 13 40S ribosomal protein S5  
PF3D7_1439900  70 17 16 triosephosphate isomerase  
PF3D7_0705400  22 16 15 DNA replication licensing factor MCM7  
PF3D7_0708800  17 14 14 heat shock protein 110  
PF3D7_1309100  30 8 8 60S ribosomal protein L24  putative  
PF3D7_1361900  39 12 9 proliferating cell nuclear antigen 1  
PF3D7_0621200  55 18 17 pyridoxine biosynthesis protein PDX1  
PF3D7_0905400  14 10 10 high molecular weight rhoptry protein 3  
PF3D7_0422400  71 16 16 40S ribosomal protein S19  
PF3D7_1311900  15 6 6 V-type proton ATPase catalytic subunit A  
PF3D7_0827900  45 17 17 protein disulfide isomerase  
PF3D7_1408600  38 9 9 40S ribosomal protein S8e  putative  
PF3D7_0517000  48 11 10 60S ribosomal protein L12  putative  
PF3D7_1120100  46 12 12 phosphoglycerate mutase  putative  
PF3D7_0919000  30 9 9 nucleosome assembly protein  
PF3D7_1242700  50 10 10 40S ribosomal protein S17  putative  
PF3D7_1427900  27 11 11 leucine-rich repeat protein  
PF3D7_1115600  42 9 8 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  
PF3D7_1203700  24 10 9 nucleosome assembly protein  
PF3D7_0406100  19 7 7 V-type proton ATPase subunit B  
PF3D7_1438900  38 6 6 thioredoxin peroxidase 1  
PF3D7_1012400  58 15 15 hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransferase  
PF3D7_0903900  40 7 7 60S ribosomal protein L32  
PF3D7_1204300  45 7 7 eukaryotic translation initiation factor 5A  
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PF3D7_0322000  39 10 9 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  
PF3D7_1454400  16 11 11 aminopeptidase P  
PF3D7_1229400  42 6 6 macrophage migration inhibitory factor  
PF3D7_1342000  37 13 13 40S ribosomal protein S6  
PF3D7_1341200  49 10 10 60S ribosomal protein L18  putative  
PF3D7_0802200  39 10 10 1-cys peroxiredoxin  
PF3D7_0932200  30 6 6 profilin  
PF3D7_1460700  53 8 8 60S ribosomal protein L27  
PF3D7_1366500  58 10 10 nucleoside diphosphate kinase  
PF3D7_1351400  27 7 7 60S ribosomal protein L17  putative  
PF3D7_1353900  30 5 5 proteasome subunit alpha type-7  putative  
PF3D7_0814000  33 9 8 60S ribosomal protein L13-2  putative  
PF3D7_1027300  11 5 5 peroxiredoxin  
PF3D7_1365900  65 10 10 ubiquitin-60S ribosomal protein L40  
PF3D7_0915400  9 10 10 ATP-dependent 6-phosphofructokinase  
PF3D7_1426000  41 8 8 60S ribosomal protein L21  
PF3D7_0527000  9 6 6 DNA replication licensing factor MCM3  
putative  
PF3D7_1105400  28 6 6 40S ribosomal protein S4  putative  
PF3D7_0513300  42 13 13 purine nucleoside phosphorylase  
PF3D7_1027800  30 11 10 60S ribosomal protein L3  
PF3D7_1311500  18 7 7 26S protease regulatory subunit 7  putative  
PF3D7_1347500  31 11 10 DNA/RNA-binding protein Alba 4  
PF3D7_1468700  22 7 7 eukaryotic initiation factor 4A  
PF3D7_1015600  23 10 10 heat shock protein 60  
PF3D7_0307100  33 5 5 40S ribosomal protein S12  putative  
PF3D7_0419600  35 10 10 ran-specific GTPase-activating protein 1  
putative  
PF3D7_1424100  26 7 7 60S ribosomal protein L5  putative  
PF3D7_0422300  29 8 1 alpha tubulin 2  
PF3D7_1437900  17 7 6 HSP40  subfamily A  
PF3D7_1446200  7 4 4 M17 leucyl aminopeptidase  
PF3D7_1007900  14 6 6 eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit D  putative  
PF3D7_1019400  62 6 6 60S ribosomal protein L30e  putative  
PF3D7_0929400  8 8 7 high molecular weight rhoptry protein 2  
PF3D7_0516200  40 8 8 40S ribosomal protein S11  
PF3D7_1034900  10 6 6 methionine--tRNA ligase  
PF3D7_0719600  27 5 5 60S ribosomal protein L11a  putative  
PF3D7_1006200  56 8 8 DNA/RNA-binding protein Alba 3  
PF3D7_0920800  14 5 5 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase  
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PF3D7_1108600  35 11 11 endoplasmic reticulum-resident calcium 
binding protein  
PF3D7_0913200  25 6 6 elongation factor 1-beta  
PF3D7_0813300  17 8 7 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1474800  40 7 7 proteasome subunit alpha type-1  putative  
PF3D7_0930300  4 5 5 merozoite surface protein 1  
PF3D7_1346300  27 6 6 DNA/RNA-binding protein Alba 2  
PF3D7_1130400  21 8 8 26S protease regulatory subunit 6A  
putative  
PF3D7_0505800  22 3 3 small ubiquitin-related modifier  
PF3D7_0727400  42 8 8 proteasome subunit alpha type-5  putative  
PF3D7_0520000  50 8 8 40S ribosomal protein S9  putative  
PF3D7_1104400  13 5 4 thioredoxin-like mero protein  
PF3D7_1229500  9 5 4 T-complex protein 1 subunit gamma  
PF3D7_1302800  27 8 8 40S ribosomal protein S7  putative  
PF3D7_1232100  14 6 6 60 kDa chaperonin  
PF3D7_0413600  27 8 8 26S protease regulatory subunit 6B  
putative  
PF3D7_1105100  68 9 9 histone H2B  
PF3D7_1441200  23 4 4 60S ribosomal protein L1  putative  
PF3D7_1142600  31 5 5 60S ribosomal protein L35ae  putative  
PF3D7_0617200  16 5 5 conserved protein  unknown function  
PF3D7_0319600  29 4 4 elongation factor 1-delta  putative  
PF3D7_1129100  8 5 5 parasitophorous vacuolar protein 1  
PF3D7_1341300  40 8 8 60S ribosomal protein L18-2  putative  
PF3D7_1414300  24 5 5 60S ribosomal protein L10  putative  
PF3D7_1431700  30 5 5 60S ribosomal protein L14  putative  
PF3D7_1126200  21 4 4 40S ribosomal protein S18  putative  
PF3D7_0614500  19 4 4 60S ribosomal protein L19  
PF3D7_1306400  12 3 3 26S protease regulatory subunit 10B  
putative  
PF3D7_1130100  64 8 8 60S ribosomal protein L38  
PF3D7_1026800  21 4 4 40S ribosomal protein S2  
PF3D7_1358800  21 3 3 40S ribosomal protein S15  
PF3D7_1338200  23 5 4 60S ribosomal protein L6  putative  
PF3D7_1115300  11 5 5 cysteine proteinase falcipain 2b  
PF3D7_1115700  11 5 5 cysteine proteinase falcipain 2a  
PF3D7_0925900  29 4 4 parasitophorous vacuolar protein 5  
putative  
PF3D7_1006800  23 5 5 single-strand telomeric DNA-binding 
protein GBP2  putative  
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PF3D7_0902800  7 5 4 serine repeat antigen 9  
PF3D7_1113400  21 5 5 ubiquitin domain-containing protein DSK2  
putative  
PF3D7_0213100  12 3 3 protein SIS1  
PF3D7_0316800  51 7 7 40S ribosomal protein S15A  putative  
PF3D7_1354500  10 3 3 adenylosuccinate synthetase  
PF3D7_1344200  7 6 6 heat shock protein 110  putative  
PF3D7_0211800  15 6 6 asparagine--tRNA ligase  
PF3D7_0810000  63 5 4 acyl-CoA binding protein  putative  
PF3D7_1434500  1 7 3 dynein-related AAA-type ATPase  putative  
PF3D7_1008900  19 3 3 adenylate kinase  
PF3D7_1149000  1 4 3 antigen 332  DBL-like protein  
PF3D7_0624000  16 5 5 hexokinase  
PF3D7_0217800  44 5 5 40S ribosomal protein S26  
PF3D7_1136300  3 3 2 tudor staphylococcal nuclease  
PF3D7_1333000  23 4 4 20 kDa chaperonin  
PF3D7_0610800  7 5 4 transketolase  
PF3D7_1317100  6 5 5 DNA replication licensing factor MCM4  
PF3D7_1412500  18 5 1 actin II  
PF3D7_0511000  32 5 5 translationally-controlled tumor protein 
homolog  
PF3D7_0605100  5 4 3 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_1205600  21 6 5 tetratricopeptide repeat protein  putative  
PF3D7_1460300  13 2 2 60S ribosomal protein L29  putative  
PF3D7_1410600  9 4 4 eukaryotic translation initiation factor 2 
subunit gamma  putative  
PF3D7_1311800  5 6 6 M1-family alanyl aminopeptidase  
PF3D7_1109900  37 6 5 60S ribosomal protein L36  
PF3D7_0934500  14 5 5 V-type proton ATPase subunit E  putative  
PF3D7_0110700  20 6 6 chromatin assembly factor 1 protein WD40 
domain  putative  
PF3D7_0807800  8 3 3 26S proteasome regulatory subunit RPN10  
putative  
PF3D7_1116700  7 3 3 dipeptidyl aminopeptidase 1  
PF3D7_1132200  17 6 6 T-complex protein 1 subunit alpha  
PF3D7_1248900  14 5 5 26S protease regulatory subunit 8  putative  
PF3D7_0522400  0 6 2 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1360800  4 5 5 falcilysin  
PF3D7_0207800  6 4 3 serine repeat antigen 3  
PF3D7_1323400  29 6 6 60S ribosomal protein L23  
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PF3D7_0209800  25 7 6 ATP-dependent RNA helicase UAP56  
PF3D7_0503800  29 5 3 60S ribosomal protein L31  
PF3D7_0305700  39 4 4 ubiquitin-conjugating enzyme E2  putative  
PF3D7_1324300  0 4 2 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_0210100  44 4 4 60S ribosomal protein L37ae  putative  
PF3D7_1426100  23 4 4 transcription factor BTF3  putative  
PF3D7_0207500  9 7 5 serine repeat antigen 6  
PF3D7_0717700  8 5 5 serine--tRNA ligase  putative  
PF3D7_1110400  3 4 3 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_1421200  35 4 4 40S ribosomal protein S25  
PF3D7_0932300  5 3 3 M18 aspartyl aminopeptidase  
PF3D7_1357800  6 3 3 T-complex protein 1 subunit delta  
PF3D7_0205900  3 2 2 26S proteasome regulatory subunit RPN1  
putative  
PF3D7_1359400  8 3 2 CUGBP Elav-like family member 1  
PF3D7_0934800  10 2 2 cAMP-dependent protein kinase catalytic 
subunit  
PF3D7_0519400  29 5 5 40S ribosomal protein S24  
PF3D7_0516900  16 4 4 60S ribosomal protein L2  
PF3D7_1445900  10 4 4 ATP-dependent RNA helicase DDX5  
putative  
PF3D7_0819900  22 2 2 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm3  
putative  
PF3D7_1021700  0 5 2 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_1252100  2 3 3 rhoptry neck protein 3  
PF3D7_1331800  12 2 2 60S ribosomal protein L23  putative  
PF3D7_1008400  7 3 3 26S protease regulatory subunit 4  putative  
PF3D7_0527500  13 4 4 Hsc70-interacting protein  
PF3D7_0730900  5 7 7 EMP1-trafficking protein  
PF3D7_0710000  1 3 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1401600  8 4 4 Plasmodium exported protein (PHISTb)  
unknown function  
PF3D7_0807500  11 2 2 proteasome subunit alpha type-6  putative  
PF3D7_1434600  3 2 2 methionine aminopeptidase 2  
PF3D7_0721600  7 2 2 40S ribosomal protein S5  putative  
PF3D7_1213800  3 3 2 proline--tRNA ligase  
PF3D7_0714000  22 4 4 histone H2B variant  
PF3D7_0813400  6 4 4 conserved protein  unknown function  
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PF3D7_0516400  6 2 2 phosducin-like protein 1  putative  
PF3D7_0528200  6 3 2 eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit E  putative  
PF3D7_0309500  7 3 3 asparagine synthetase [glutamine-
hydrolyzing]  putative  
PF3D7_0617800  27 4 3 histone H2A  
PF3D7_1323100  13 2 2 60S ribosomal protein L6  putative  
PF3D7_0304800  2 4 1 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_0422200  1 4 1 erythrocyte membrane-associated antigen  
PF3D7_1409800  9 4 4 CUGBP Elav-like family member 2  putative  
PF3D7_1118200  2 2 1 heat shock protein 90  putative  
PF3D7_0320300  6 2 2 T-complex protein 1 subunit epsilon  
PF3D7_0804500  0 3 2 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_1436000  6 3 3 glucose-6-phosphate isomerase  
PF3D7_0618300  30 3 3 60S ribosomal protein L27a  putative  
PF3D7_1144000  12 2 2 40S ribosomal protein S21  
PF3D7_1212700  3 5 4 eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit A  putative  
PF3D7_0705700  19 2 2 40S ribosomal protein S29  putative  
PF3D7_1466300  3 3 3 26S proteasome regulatory subunit RPN2  
putative  
PF3D7_1457200  35 2 2 thioredoxin 1  
PF3D7_0728000  12 4 4 eukaryotic translation initiation factor 2 
subunit alpha  
PF3D7_0309600  30 3 3 60S acidic ribosomal protein P2  
PF3D7_0826700  24 5 5 receptor for activated c kinase  
PF3D7_0916700  17 5 5 RNA-binding protein musashi  putative  
PF3D7_0113100  3 5 3 surface-associated interspersed protein 1.1 
(SURFIN 1.1)  
PF3D7_0214000  3 2 1 T-complex protein 1 subunit theta  
PF3D7_0518300  9 2 2 proteasome subunit beta type-1  putative  
PF3D7_0527100  30 4 4 ubiquitin-conjugating enzyme E2 N  
putative  
PF3D7_0212400  0 3 1 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_1107900  1 3 1 mechanosensitive ion channel protein  
putative  
PF3D7_0719700  17 3 3 40S ribosomal protein S10  putative  
PF3D7_1335400  1 3 1 reticulocyte binding protein 2 homologue a  
PF3D7_1335300  1 3 1 reticulocyte binding protein 2 homologue b  
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PF3D7_0306300  22 3 3 glutaredoxin 1  
PF3D7_0807900  9 3 3 tyrosine--tRNA ligase  
PF3D7_1343800  0 3 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1419800  6 3 3 glutathione reductase  
PF3D7_1419800  5 3 3 glutathione reductase  
PF3D7_0503300  13 3 3 serine/arginine-rich splicing factor 12  
PF3D7_0305500  0 3 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1226600  8 2 1 proliferating cell nuclear antigen 2  
PF3D7_1124600  5 2 2 ethanolamine kinase  
PF3D7_0406900  1 3 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0218500  22 2 2 small nuclear ribonucleoprotein Sm D2  
putative  
PF3D7_0923900  12 2 2 polyadenylate-binding protein 2  putative  
PF3D7_1138500  6 4 4 protein phosphatase PPM2  
PF3D7_0515300  1 3 1 phosphatidylinositol 3-kinase  
PF3D7_0531100  1 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0935800  3 4 4 cytoadherence linked asexual protein 9  
PF3D7_0911900  8 2 2 falstatin  
PF3D7_0318200  2 4 3 DNA-directed RNA polymerase II subunit 
RPB1  
PF3D7_1018500  12 1 1 pre-mRNA-splicing factor RDS3  putative  
PF3D7_0207400  5 5 4 serine repeat antigen 7  
PF3D7_1105000  44 3 3 histone H4  
PF3D7_1461300  18 1 1 40S ribosomal protein S28e  putative  
PF3D7_1454700  8 3 3 6-phosphogluconate dehydrogenase  
decarboxylating  
PF3D7_1024100  2 3 2 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0312800  21 3 2 60S ribosomal protein L26  putative  
PF3D7_0506500  0 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1211700  8 4 4 DNA replication licensing factor MCM5  
putative  
PF3D7_0716800  6 2 1 eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit I  putative  
PF3D7_1420700  3 3 2 surface protein P113  
PF3D7_0706000  4 3 3 importin-7  putative  
PF3D7_0703700  10 2 2 conserved protein  unknown function  
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PF3D7_1334200  6 3 2 chaperone binding protein  putative  
PF3D7_0317000  9 2 2 proteasome subunit alpha type-3  putative  
PF3D7_1227300  1 3 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0802000  1 1 1 glutamate dehydrogenase  putative  
PF3D7_1219000  0 2 1 formin 2  
PF3D7_1442100  28 2 2 replication factor A protein 3  putative  
PF3D7_0524000  2 2 2 karyopherin beta  
PF3D7_0502000  1 2 1 vacuolar protein sorting-associated protein 
11  putative  
PF3D7_1331100  1 2 1 DNA polymerase theta  putative  
PF3D7_0602200  4 1 1 MYND-type zinc finger protein  putative  
PF3D7_1364800  7 1 1 DNA-directed RNA polymerases I  II  and III 
subunit RPABC1  putative  
PF3D7_0404600  1 4 3 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_0907700  9 2 2 proteasome activator 28 subunit beta  
putative  
PF3D7_1336800  10 2 2 nuclear movement protein  putative  
PF3D7_1127100  18 2 2 deoxyuridine 5'-triphosphate 
nucleotidohydrolase  
PF3D7_1317800  23 3 3 40S ribosomal protein S19  
PF3D7_1003500  30 3 3 40S ribosomal protein S20e  putative  
PF3D7_0532300  6 2 2 Plasmodium exported protein (PHISTb)  
unknown function  
PF3D7_0931800  7 2 1 proteasome subunit beta type-6  putative  
PF3D7_0413900  4 3 2 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 13  
putative  
PF3D7_1251300  10 2 2 thymidylate kinase  
PF3D7_1364100  2 2 1 6-cysteine protein  
PF3D7_1305300  1 3 1 translational activator GCN1  putative  
PF3D7_1414500  1 3 2 atypical protein kinase  ABC-1 family  
putative  
PF3D7_0113000  2 1 1 glutamic acid-rich protein GARP  
PF3D7_0102200  1 1 1 ring-infected erythrocyte surface antigen  
PF3D7_0828900  17 2 2 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1441400  2 1 1 FACT complex subunit SSRP1  putative  
PF3D7_0806700  1 3 1 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_1453700  12 2 2 HSP90 co-chaperone p23  
PF3D7_1328100  8 2 2 proteasome subunit beta type-7  putative  
PF3D7_1115400  1 1 1 cysteine proteinase falcipain 3  
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PF3D7_0910200  1 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1227100  2 1 1 DNA helicase 60  
PF3D7_1428300  5 2 2 proliferation-associated protein 2g4  
putative  
PF3D7_0925800  1 2 1 armadillo repeat protein  putative  
PF3D7_0306900  20 4 3 40S ribosomal protein S23  putative  
PF3D7_1029600  4 2 1 adenosine deaminase  
PF3D7_1149100  3 1 1 Plasmodium exported protein  unknown 
function  
PF3D7_1149100  3 1 1 Plasmodium exported protein  unknown 
function  
PF3D7_1140200  8 2 2 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0406400  6 1 1 cytosolic glyoxalase II  
PF3D7_0607000  2 2 1 translation initiation factor IF-2  putative  
PF3D7_0829500  1 4 2 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1307200  5 2 1 DnaJ protein  putative  
PF3D7_1002400  9 2 2 transformer-2 protein homolog beta  
putative  
PF3D7_1002400  9 2 2 transformer-2 protein homolog beta  
putative  
PF3D7_1238100  11 2 2 calcyclin binding protein  putative  
PF3D7_1001200  27 2 1 acyl-CoA binding protein  isoform 2  ACBP2  
PF3D7_0811600  1 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_0722400  7 3 3 Obg-like ATPase 1  putative  
PF3D7_1211600  1 2 1 lysine-specific histone demethylase 1  
putative  
PF3D7_0801000  2 3 3 Plasmodium exported protein (PHISTc)  
unknown function  
PF3D7_0406500  1 3 1 NYN domain-containing protein  putative  
PF3D7_0517300  10 2 2 serine/arginine-rich splicing factor 1  
PF3D7_1329100  1 3 1 myosin F  putative  
PF3D7_1036900  2 2 2 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0523200  1 2 1 heptatricopeptide repeat-containing 
protein  putative  
PF3D7_0505400  3 2 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1361800  1 2 2 glideosome-associated connector  
PF3D7_1402500  11 2 2 ribosomal protein S27a  putative  
PF3D7_1342800  4 2 2 phosphoenolpyruvate carboxykinase  
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PF3D7_1357900  6 1 1 pyrroline-5-carboxylate reductase  putative  
PF3D7_0619300  0 3 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1332900  2 3 2 isoleucine--tRNA ligase  putative  
PF3D7_1142500  29 3 3 60S ribosomal protein L28  
PF3D7_1410400  5 2 2 rhoptry-associated protein 1  
PF3D7_1022400  4 2 2 serine/arginine-rich splicing factor 4  
PF3D7_1018700  2 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1423700  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1020900  17 2 2 ADP-ribosylation factor  
PF3D7_0812400  2 1 1 karyopherin alpha  
PF3D7_1432300  1 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0823200  7 2 1 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_0706400  17 2 2 60S ribosomal protein L37  
PF3D7_0308500  22 2 2 activator of Hsp90 ATPase  putative  
PF3D7_1224100  5 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1351100  7 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_0608500  12 2 2 proteasome subunit alpha type-2  putative  
PF3D7_1408700  0 2 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1103100  8 1 1 60S acidic ribosomal protein P1  putative  
PF3D7_0424200  1 2 1 reticulocyte binding protein homologue 4  
PF3D7_0424600  7 2 2 Plasmodium exported protein (PHISTb)  
unknown function  
PF3D7_0412300  2 2 1 phosphopantothenoylcysteine synthetase  
putative  
PF3D7_1475400  0 2 1 cysteine repeat modular protein 4  
PF3D7_0801900  0 3 2 lysine-specific histone demethylase  
putative  
PF3D7_0721100  14 2 2 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1465800  0 2 1 dynein beta chain  putative  
PF3D7_1216200  4 1 1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
[NAD(+)]  putative  
PF3D7_1436100  1 2 1 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_0710600  5 1 1 60S ribosomal protein L34  
PF3D7_1449800  7 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1014900  1 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1461900  1 1 1 valine--tRNA ligase  putative  
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PF3D7_0815200  5 3 3 importin subunit beta  putative  
PF3D7_1201000  2 1 1 Plasmodium exported protein (PHISTb)  
unknown function  
PF3D7_1408100  5 2 2 plasmepsin III  
PF3D7_1442900  0 2 1 protein transport protein SEC7  putative  
PF3D7_0204600  2 2 1 5'-3' exonuclease  putative  
PF3D7_0930800  0 2 1 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  
PF3D7_1023100  1 3 2 dynein heavy chain  putative  
PF3D7_0109000  7 1 1 photosensitized INA-labeled protein PHIL1  
PF3D7_1326300  3 1 1 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_1407100  5 2 2 rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin  
putative  
PF3D7_1108400  8 2 2 casein kinase 2  alpha subunit  
PF3D7_1366300  0 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1434200  22 2 2 calmodulin  
PF3D7_1107000  20 2 2 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm4  
putative  
PF3D7_1138100  10 1 1 ubiquitin-related modifier 1  putative  
PF3D7_0512000  10 1 1 prefoldin subunit 6  putative  
PF3D7_0320800  2 1 1 ATP-dependent RNA helicase DDX6  
PF3D7_0528100  2 2 1 AP-1 complex subunit beta  putative  
PF3D7_0105300  4 1 1 cyclase-associated protein  
PF3D7_0410600  3 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1450500  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1140100  8 1 1 V-type proton ATPase subunit F  putative  
PF3D7_1119300  6 1 1 splicing factor U2AF small subunit  putative  
PF3D7_0922600  3 1 1 glutamine synthetase  putative  
PF3D7_0926700  2 1 1 glutamine-dependent NAD(+) synthetase  
putative  
PF3D7_1236100  3 1 1 clustered-asparagine-rich protein  
PF3D7_1361100  1 1 1 protein transport protein Sec24A  
PF3D7_0704700  1 2 1 phosphopantetheine adenylyltransferase  
putative  
PF3D7_0304200  1 1 1 EH domain-containing protein  
PF3D7_0815600  7 1 1 eukaryotic translation initiation factor 3 
subunit G  putative  
PF3D7_0935900  1 1 1 ring-exported protein 1  
PF3D7_0918400  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
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PF3D7_1010700  8 1 1 dolichyl-phosphate-mannose--protein 
mannosyltransferase  putative  
PF3D7_1011700  3 1 1 DNA repair protein RAD23  putative  
PF3D7_0603800  0 1 1 centrosomal protein CEP76  putative  
PF3D7_1437200  2 1 1 ribonucleoside-diphosphate reductase 
large subunit  putative  
PF3D7_1128100  4 1 1 prefoldin subunit 5  putative  
PF3D7_1108500  4 1 1 succinyl-CoA synthetase alpha subunit  
putative  
PF3D7_0106000  2 2 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1475100  1 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1412300  16 2 2 nuclear transport factor 2  putative  
PF3D7_0912500  6 2 1 SAP domain-containing protein  putative  
PF3D7_1321900  6 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_0707400  3 1 1 AAA family ATPase  putative  
PF3D7_0305100  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1231100  5 1 1 ras-related protein Rab-2  
PF3D7_0822600  2 1 1 protein transport protein SEC23  
PF3D7_0716400  9 1 1 transcription initiation factor IIA subunit 1  
putative  
PF3D7_1416900  6 1 1 prefoldin subunit 2  putative  
PF3D7_1368100  9 2 2 26S proteasome regulatory subunit RPN11  
putative  
PF3D7_0404900  2 1 1 6-cysteine protein P41  
PF3D7_0618800  1 1 1 heptatricopeptide repeat-containing 
protein  putative  
PF3D7_0909400  1 2 1 exoribonuclease  putative  
PF3D7_0933500  1 2 1 gamma-tubulin complex component  
putative  
PF3D7_1134200  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0705500  1 2 1 inositol-phosphate phosphatase  putative  
PF3D7_1338300  3 1 1 elongation factor 1-gamma  putative  
PF3D7_0730800  8 1 1 Plasmodium exported protein  unknown 
function  unspecified product  
PF3D7_0730800  8 1 1 Plasmodium exported protein  unknown 
function  unspecified product  
PF3D7_1134800  5 2 2 coatomer subunit delta  
PF3D7_0904800  2 1 1 replication protein A1  small fragment  
PF3D7_1021600  5 1 1 deoxyribose-phosphate aldolase  putative  
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PF3D7_1460800  2 1 1 snRNA-activating protein complex subunit 3  
putative  
PF3D7_1202900  20 1 1 high mobility group protein B1  
PF3D7_0910900  3 2 1 DNA primase large subunit  putative  
PF3D7_0319700  1 2 1 ABC transporter I family member 1  
putative  
PF3D7_1408000  2 1 1 plasmepsin II  
PF3D7_0804700  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0412400  0 1 1 erythrocyte membrane protein 1  PfEMP1  
PF3D7_0426000  0 1 1 erythrocyte membrane protein 1  PfEMP1  
PF3D7_0712900  0 1 1 erythrocyte membrane protein 1  PfEMP1  
PF3D7_1360900  5 1 1 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_1208900  1 1 1 protein phosphatase PPM11  putative  
PF3D7_1118300  1 1 1 insulinase  putative  
PF3D7_0826100  0 1 1 HECT-like E3 ubiquitin ligase  putative  
PF3D7_1350100  2 1 1 lysine--tRNA ligase  
PF3D7_1107300  0 1 1 polyadenylate-binding protein-interacting 
protein 1  putative  
PF3D7_0611700  22 1 1 60S ribosomal protein L39  
PF3D7_1012600  2 1 1 GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]  
PF3D7_0421700  1 2 2 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1120000  1 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1334800  5 1 1 MSP7-like protein  
PF3D7_0210900  4 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1407800  4 1 1 plasmepsin IV  
PF3D7_1349200  1 1 1 glutamate--tRNA ligase  putative  
PF3D7_1202100  5 1 1 SRAP domain-containing protein  putative  
PF3D7_1202100  5 1 1 SRAP domain-containing protein  putative  
PF3D7_0517400  1 1 1 FACT complex subunit SPT16  putative  
PF3D7_0917600  2 1 1 pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent 
RNA helicase PRP43  putative  
PF3D7_1471600  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0629700  0 1 1 SET domain protein  putative  
PF3D7_1355100  1 1 1 DNA replication licensing factor MCM6  
PF3D7_1416500  8 2 2 NADP-specific glutamate dehydrogenase  
PF3D7_1341900  5 1 1 V-type proton ATPase subunit D  putative  
PF3D7_0622900  1 1 1 AP2 domain transcription factor AP2Tel  
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PF3D7_0520600  5 1 1 bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase 
[asymmetrical]  
PF3D7_0527900  2 1 1 ATP-dependent RNA helicase DDX41  
putative  
PF3D7_1413800  1 1 1 diphthamide biosynthesis protein 1  
putative  
PF3D7_0831100  0 1 1 surface-associated interspersed protein 8.1 
(SURFIN 8.1)  
PF3D7_0115000  0 1 1 surface-associated interspersed protein 1.3 
(SURFIN 1.3)  
PF3D7_0800700  0 1 1 surface-associated interspersed protein 8.3 
(SURFIN 8.3)  
PF3D7_1477600  0 1 1 surface-associated interspersed protein 
14.1 (SURFIN 14.1)  
PF3D7_0110400  5 1 1 DNA-directed RNA polymerase II subunit 
RPB9  putative  
PF3D7_1010600  12 2 2 eukaryotic translation initiation factor 2 
subunit beta  
PF3D7_0724000  1 1 1 Rab GTPase activator and protein kinase  
putative  
PF3D7_0708100  13 1 1 DNA-directed RNA polymerases I  II  and III 
subunit RPABC5  putative  
PF3D7_1139800  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0416400  1 1 1 histone acetyltransferase  putative  
PF3D7_1008800  4 1 1 nucleolar protein 5  putative  
PF3D7_1141900  2 1 1 inner membrane complex protein 1b  
putative  
PF3D7_1328200  1 2 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1012200  3 1 1 rhoptry associated adhesin  
PF3D7_1353300  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0610400  9 1 1 histone H3  
PF3D7_0617900  9 1 1 histone H3 variant  
PF3D7_1328000  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1335100  7 1 1 merozoite surface protein 7  
PF3D7_1465500  1 1 1 potassium channel K2  
PF3D7_0419400  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1103700  4 1 1 casein kinase II beta chain  
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PF3D7_1405600  5 1 1 ribonucleoside-diphosphate reductase 
small chain  putative  
PF3D7_1431600  3 1 1 succinyl-CoA ligase [ADP-forming] subunit 
beta  putative  
PF3D7_0504700  0 1 1 centrosomal protein CEP120  putative  
PF3D7_1118000  6 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0107000  8 1 1 centrin-1  
PF3D7_1325000  10 1 1 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm6  
putative  
PF3D7_1410200  2 1 1 CTP synthase  
PF3D7_0403400  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1212000  4 1 1 glutathione peroxidase-like thioredoxin 
peroxidase  
PF3D7_0726800  9 1 1 dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein 
glycosyltransferase subunit OST2  putative  
PF3D7_0732500  3 1 1 rifin  
PF3D7_0504600  5 1 1 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit 
beta  mitochondrial  putative  
PF3D7_0724700  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0422700  4 1 1 eukaryotic initiation factor 4A-III  putative  
PF3D7_1409300  3 1 1 DNA damage-inducible protein 1  putative  
PF3D7_1123900  7 1 1 13 kDa ribonucleoprotein-associated 
protein  putative  
PF3D7_1036600  3 1 1 conserved protein  unknown function  
unspecified product  
PF3D7_1036600  3 1 1 conserved protein  unknown function  
unspecified product  
PF3D7_1219900  6 1 1 ribulose-phosphate 3-epimerase  putative  
PF3D7_0529800  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1249100  2 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_0303700  3 1 1 lipoamide acyltransferase component of 
branched-chain alpha-keto acid 
dehydrogenase complex  
PF3D7_API04300  1 1 1 DNA-directed RNA polymerase subunit 
beta'  putative  
PF3D7_1468100  0 1 1 kelch domain-containing protein  putative  
PF3D7_0804800  6 1 1 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase  
PF3D7_0223500  1 1 1 erythrocyte membrane protein 1  PfEMP1  
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PF3D7_1304900  9 1 1 DNA-directed RNA polymerase II subunit 
RPB11  putative  
PF3D7_1358900  2 1 1 GTP-binding protein  putative  
PF3D7_0606700  1 1 1 coatomer alpha subunit  putative  
PF3D7_1128300  1 1 1 ATP-dependent 6-phosphofructokinase  
PF3D7_0817600  1 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_0803600  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1339600  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0526300  2 1 1 WD repeat-containing protein 55  putative  
PF3D7_1402700  2 1 1 U2 snRNP-associated SURP motif-
containing protein  putative  
PF3D7_1362200  2 1 1 RuvB-like helicase 3  
PF3D7_1104000  1 1 1 phenylalanine--tRNA ligase beta subunit  
PF3D7_1230700  1 1 1 protein transport protein SEC13  
PF3D7_1444100  0 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0310400  1 1 1 parasite-infected erythrocyte surface 
protein  
PF3D7_1301900  9 1 1 Plasmodium exported protein  unknown 
function  
PF3D7_1453900  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0605000  4 1 1 50S ribosomal protein L24  putative  
PF3D7_1004400  2 1 1 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_1143400  3 1 1 translation initiation factor eIF-1A  putative  
PF3D7_1035100  2 1 1 probable protein  unknown function  
PF3D7_1414000  6 1 1 26S proteasome regulatory subunit RPN13  
putative  
PF3D7_0532100  7 1 1 early transcribed membrane protein 5  
PF3D7_1368600  11 1 1 mitochondrial import inner membrane 
translocase subunit TIM9  putative  
PF3D7_1108700  3 1 1 heat shock protein J2  
PF3D7_1455900  4 1 1 polyprenol reductase  putative  
PF3D7_1422900  2 1 1 14-3-3 protein  putative  
PF3D7_1215300  17 1 1 10 kDa chaperonin  
PF3D7_0322500  1 1 1 iron-sulfur assembly protein  putative  
PF3D7_0612900  2 1 1 nucleolar GTP-binding protein 1  putative  
PF3D7_0614100  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_1136500  5 1 1 casein kinase 1  
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PF3D7_1136500  5 1 1 casein kinase 1  
PF3D7_0931400  4 1 1 PUB domain-containing protein  putative  
PF3D7_0806000  1 1 1 AAA family ATPase  putative  
PF3D7_1306800  3 1 1 RED-like protein  putative  
PF3D7_1473300  1 1 1 CKK domain-containing protein  putative  
PF3D7_1446600  10 1 1 centrin-2  
PF3D7_0626700  3 1 1 ATPase  
PF3D7_0923000  3 1 1 DNA-directed RNA polymerase II subunit 
RPB3  putative  
PF3D7_1404900  5 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0802500  1 1 1 inositol 5-phosphatase  putative  
PF3D7_1232500  1 1 1 CG2-related protein  putative  
PF3D7_0522900  1 1 1 zinc finger protein  putative  
PF3D7_1453800  1 1 1 glucose-6-phosphate dehydrogenase-6-
phosphogluconolactonase  
PF3D7_1215000  5 1 1 thioredoxin peroxidase 2  
PF3D7_0402800  1 1 1 erythrocyte membrane protein 1 (PfEMP1)  
pseudogene  
PF3D7_1033700  2 1 1 bromodomain protein 1  
PF3D7_1209200  7 1 1 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm7  
putative  
PF3D7_1346400 2 1 1 VPS domain-containing protein 
PF3D7_1100200  0 1 1 erythrocyte membrane protein 1  PfEMP1  
PF3D7_0603400  1 1 1 trophozoite exported protein 1  
PF3D7_0708000  1 1 1 cytoskeleton associated protein  putative  
PF3D7_0320900 0 2 1 histone H2A.Z 
PF3D7_1012700  0 1 1 NLI interacting factor-like phosphatase  
putative  
PF3D7_0910500  0 1 1 DNA repair protein REV1  putative  
PF3D7_0605600  1 1 1 nucleoside diphosphate kinase  putative  
PF3D7_0814900  4 1 1 superoxide dismutase [Fe]  
PF3D7_0926300  1 1 1 protein kinase  putative  
PF3D7_0816300  1 1 1 conserved Plasmodium protein  unknown 
function  
PF3D7_0714500  4 1 1 transcription elongation factor s-II  putative  
PF3D7_1473400  1 1 1 conserved protein  unknown function  
PF3D7_1240900 1 2 1 Erytrocite membrane protein 1 
PF3D7_1417800  3 1 1 DNA replication licensing factor MCM2  
PF3D7_1350200  12 1 1 small nuclear ribonucleoprotein E  putative  
PF3D7_0102900  3 1 1 aspartate--tRNA ligase  
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PF3D7_0927300  1 1 1 fumarate hydratase  
PF3D7_0524900  2 1 1 S-adenosyl-L-methionine-dependent tRNA 
4-demethylwyosine synthase  putative  
PF3D7_1313800  0 1 1 conserved Plasmodium membrane protein  
unknown function  








































Anexo 6 – Proteínas de Plasmodium falciparum identificadas na Banda 1 do BN-PAGE 
 







PF3D7_0708400  6 4 4 86 141 heat shock protein 90  
PF3D7_0818900  13 7 4 73 128 heat shock protein 70  
PF3D7_1134000  12 5 5 73 128 heat shock protein 70  
PF3D7_0917900  11 6 5 72 127 heat shock protein 70  
PF3D7_0105200  5 3 3 67 122 RAP protein  putative  
PF3D7_1322000  18 10 10 66 121 nucleoside-diphosphatase  
putative  
PF3D7_1342800  7 3 3 66 121 phosphoenolpyruvate 
carboxykinase  
PF3D7_0919400  14 9 8 61 116 protein disulfide isomerase  
PF3D7_0217900  8 6 5 60 115 conserved Plasmodium protein  
unknown function  
PF3D7_0320300  21 11 11 59 114 T-complex protein 1 subunit 
epsilon  
PF3D7_0308200  7 4 4 59 114 T-complex protein 1 subunit 
eta  
PF3D7_1235700  16 7 7 58 113 ATP synthase subunit beta  
mitochondrial  
PF3D7_1357800  22 10 10 57 112 T-complex protein 1 subunit 
delta  
PF3D7_0904800  8 4 4 56 111 replication protein A1  small 
fragment  
PF3D7_1217900  7 3 1 56 111 PPPDE peptidase domain-
containing protein  putative  
PF3D7_0827900  40 30 30 55 110 protein disulfide isomerase  
PF3D7_0626800  21 9 9 55 110 pyruvate kinase  
PF3D7_0406100  12 5 5 55 110 V-type proton ATPase subunit 
B  
PF3D7_0933600  6 3 1 55 110 mitochondrial-processing 
peptidase subunit beta  
putative  
PF3D7_1115300  6 3 2 55 110 cysteine proteinase falcipain 
2b  
PF3D7_1115700  6 3 1 55 110 cysteine proteinase falcipain 
2a  
PF3D7_0209400  16 7 7 54 109 conserved protein  unknown 
function  
PF3D7_0520900  37 20 19 53 108 adenosylhomocysteinase  
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PF3D7_1242800  11 4 4 52 107 rab specific GDP dissociation 
inhibitor  
PF3D7_0209800  14 6 6 52 107 ATP-dependent RNA helicase 
UAP56  
PF3D7_1407900  16 6 6 51 106 plasmepsin I  
PF3D7_1129100  22 10 10 51 106 parasitophorous vacuolar 
protein 1  
PF3D7_1408100  15 6 6 51 106 plasmepsin III  
PF3D7_1236100  12 5 5 51 106 clustered-asparagine-rich 
protein  
PF3D7_0316300  9 4 4 51 106 inorganic pyrophosphatase  
inorganic pyrophosphatase  
putative  
PF3D7_1223100  19 9 9 50 105 cAMP-dependent protein 
kinase regulatory subunit  
PF3D7_0903700  19 7 7 50 105 alpha tubulin 1  
PF3D7_0110700  9 3 3 50 105 chromatin assembly factor 1 
protein WD40 domain  
putative  
PF3D7_1008700  23 9 9 49 104 tubulin beta chain  
PF3D7_1104400  15 7 7 49 104 thioredoxin  putative  
PF3D7_1124600  17 8 8 49 104 ethanolamine kinase  
PF3D7_1130400  7 3 3 49 104 26S protease regulatory 
subunit 6A  putative  
PF3D7_1015900  38 16 16 48 103 enolase  
PF3D7_0212300  18 7 7 48 103 peptide chain release factor 
subunit 1  putative  
PF3D7_1357000  23 9 9 48 103 elongation factor 1-alpha  
PF3D7_1357100  23 9 9 48 103 elongation factor 1-alpha  
PF3D7_1426200  7 3 1 47 102 protein arginine N-
methyltransferase 1  
PF3D7_0608800  34 13 13 46 101 ornithine aminotransferase  
PF3D7_1442300  26 11 11 46 101 tRNA import protein tRIP  
PF3D7_0911900  11 3 3 46 101 falstatin  
PF3D7_1336800  13 4 4 46 101 nuclear movement protein  
putative  
PF3D7_0922500  82 52 52 45 100 phosphoglycerate kinase  
PF3D7_0722400  35 15 15 45 100 Obg-like ATPase 1  putative  
PF3D7_1468700  42 21 21 45 100 eukaryotic initiation factor 4A  
PF3D7_0316300  10 4 4 45 100 inorganic pyrophosphatase  
inorganic pyrophosphatase  
putative  
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PF3D7_0922200  20 7 7 44 99 S-adenosylmethionine 
synthetase  
PF3D7_0626700  24 10 10 43 98 conserved protein  unknown 
function  
PF3D7_1428300  30 13 13 42 97 proliferation-associated 
protein 2g4  putative  
PF3D7_1029600  16 6 6 42 97 adenosine deaminase  
PF3D7_1246200  20 6 5 41 96 actin I  
PF3D7_0306200  11 4 4 41 96 activator of Hsp90 ATPase  
PF3D7_1205600  20 8 7 39 94 tetratricopeptide repeat 
protein  putative  
PF3D7_1326100  10 3 3 39 94 WD repeat-containing protein  
putative  
PF3D7_0923000  13 4 4 38 93 DNA-directed RNA polymerase 
II subunit RPB3  putative  
PF3D7_1462800  37 12 12 36 91 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase  
PF3D7_0813300  10 3 3 36 91 conserved Plasmodium protein  
unknown function  
PF3D7_0826700  31 12 12 35 90 receptor for activated c kinase  
PF3D7_1130200  23 6 6 34 89 60S ribosomal protein P0  
PF3D7_1127600  15 4 4 34 89 CRAL/TRIO domain-containing 
protein  putative  
PF3D7_1247400  12 4 4 34 89 peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase FKBP35  
PF3D7_0517300  9 3 1 34 89 serine/arginine-rich splicing 
factor 1  
PF3D7_1424100  36 12 12 33 88 60S ribosomal protein L5  
putative  
PF3D7_0419600  36 10 10 33 88 ran-specific GTPase-activating 
protein 1  putative  
PF3D7_1226300  15 4 4 33 88 haloacid dehalogenase-like 
hydrolase  putative  
PF3D7_0104500  11 3 3 33 88 conserved protein  unknown 
function  
PF3D7_0823200  14 3 3 32 87 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_1343000  30 7 7 31 86 phosphoethanolamine N-
methyltransferase  
PF3D7_0919000  14 5 5 31 86 nucleosome assembly protein  
PF3D7_0818200  32 6 6 30 85 14-3-3 protein  
PF3D7_1226600  16 4 4 30 85 proliferating cell nuclear 
antigen 2  
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PF3D7_1361900  14 4 4 30 85 proliferating cell nuclear 
antigen 1  
PF3D7_0602200  18 4 4 29 84 MYND-type zinc finger protein  
putative  
PF3D7_1026800  12 3 3 29 84 40S ribosomal protein S2  
PF3D7_1120100  33 9 9 28 83 phosphoglycerate mutase  
putative  
PF3D7_0814200  26 5 5 27 82 DNA/RNA-binding protein Alba 
1  
PF3D7_1439900  19 4 4 27 82 triosephosphate isomerase  
PF3D7_0808300  16 3 1 27 82 ubiquitin regulatory protein  
putative  
PF3D7_1302100  28 6 6 26 81 gamete antigen 27/25  
PF3D7_0513300  22 4 4 26 81 purine nucleoside 
phosphorylase  
PF3D7_0802200  29 8 8 25 80 1-cys peroxiredoxin  
PF3D7_1117700  54 10 10 24 79 GTP-binding nuclear protein 
RAN/TC4  
PF3D7_1251300  25 5 5 24 79 thymidylate kinase  
PF3D7_1441200  9 3 3 24 79 60S ribosomal protein L1  
putative  
PF3D7_1419300  15 3 3 24 79 glutathione S-transferase  
PF3D7_0925900  16 4 4 24 79 conserved Plasmodium protein  
unknown function  
PF3D7_1320600  14 3 2 24 79 ras-related protein Rab-11A  
PF3D7_0807300  16 3 3 23 78 ras-related protein Rab-18  
PF3D7_1302800  24 5 5 22 77 40S ribosomal protein S7  
putative  
PF3D7_0923900  14 3 3 22 77 RNA-binding protein  putative  
PF3D7_1115600  21 5 5 21 76 peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase  
PF3D7_0627500  61 12 12 20 75 protein DJ-1  
PF3D7_0719600  13 4 1 20 75 60S ribosomal protein L11a  
putative  
PF3D7_0422400  19 3 3 19 74 40S ribosomal protein S19  
PF3D7_1426100  16 3 1 19 74 transcription factor BTF3  
putative  
PF3D7_0517000  59 9 8 18 73 60S ribosomal protein L12  
putative  
PF3D7_1204300  31 4 4 17 72 eukaryotic translation 
initiation factor 5A  
PF3D7_1358800  24 4 4 17 72 40S ribosomal protein S15  
PF3D7_0516200  26 3 3 16 71 40S ribosomal protein S11  
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PF3D7_1242700  20 3 3 16 71 40S ribosomal protein S17  
putative  
PF3D7_0307100  33 4 4 15 70 40S ribosomal protein S12  
putative  
PF3D7_1128200  41 6 6 15 70 multiprotein-bridging factor 1  
putative  
PF3D7_1365900  32 3 3 14 69 ubiquitin-60S ribosomal 
protein L40  
PF3D7_1229400  66 8 8 12 67 macrophage migration 
inhibitory factor  
PF3D7_1404100  30 4 4 12 67 cytochrome c  putative  
PF3D7_1019400  43 4 4 11 66 60S ribosomal protein L30e  
putative  
PF3D7_1202900  39 4 4 11 66 high mobility group protein B1  
PF3D7_1006200  29 3 3 11 66 DNA/RNA-binding protein Alba 
3  
PF3D7_1421200  30 3 3 11 66 40S ribosomal protein S25  
 
 
 
